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Gap Junctions als wichtigste Elemente der Zelle zur Ermöglichung einer 
interzellulären Kommunikation erlauben eine koordinierte Antwort auf externe und 
interne Stimuli und somit ein Zusammenspiel von Zellgruppen und Organen im 
Gesamtorganismus. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer 
mittelfristigen und chronischen Stimulation neonataler Rattenkardiomyozyten durch 
Insulin und den Wachstumsfaktoren Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF), Transforming Growth Factor-β (TGF-β) und 
Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) auf die Expression der Connexine 40, 43 und 45 
untersucht. Dabei zeigte sich unter der Insulin-Stimulation eine 
konzentrationsabhängige Regulation der Connexin 43 (Cx43) Expression. Die 
Exposition gegenüber IGF-1 hatte einen signifikanten Anstieg der Cx43 
Proteinmenge zur Folge. Unter 24stündiger VEGF- oder FGF-2-Stimulation fand sich 
dagegen diesbezüglich kein relevanter Unterschied. Die Analysen nach langfristiger 
Exposition gegebenüber TGF-β zeigten eine signifikante Abnahme der Cx43 
Proteinmenge bei unveränderter Cx43 mRNA. Zur Erfassung mittelfristiger 
Veränderungen wurden die Kardiomyozyten jeweils 3 Stunden mit den 
Wachstumsfaktoren VEGF und TGF-β inkubiert. Dabei zeigte sich jeweils eine 
signifikante Zunahme der Cx43 Proteinmenge und –mRNA. Die Connexine 40 und 
45 waren in den ventrikulären Kardiomyozyten nur spärlich nachweisbar und durch 





ADP  Adenosindiphosphat 
AMP  Adenosinmonophosphat 
ATP  Adenosintriphosphat 
Ca2+  Calcium 
cAMP  cyclisches Adenosinmonophosphat 
cGMP  cyclisches Guanosinmonophosphat 
Cx40  Connexin 40 
Cx43  Connexin 43  
Cx45  Connexin 45 
Da  Dalton 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
FGF-2 Fibroblast Growth Factor-2 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
IGF-1  Insulin-like growth factor-1 
L-CAM Leber Zelladhäsionsmolekül 
MAPK  Mitogen aktivierte Proteinkinase 
mRNA messenger Ribonukleinsäure 
NAD+  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid 
PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
PI3K  Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 
Ser  Serin   
SMAD Akronym aus “small body size” und “mothers against decapentaplegic“  
TGF-β Transforming Growth Factor-β 
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor 









1. Einleitung  
 
1.1. Gap Junctions 
 
1.1.1. Gap Junctions – Interzelluläre Kommunikation 
 
Gap Junctions ermöglichen als transmembranäre Kanäle bei den meisten 
eukariotischen Geweben eine interzelluläre Kommunikation. Diese gestattet eine 
koordinierte Antwort auf externe und interne Stimuli und somit ein Zusammenspiel 
von Zellen und Zellgruppen. Gap Junctions bilden Kanäle aus hydrophilen Poren, die 
eine direkte Verbindung zwischen zwei benachbarten Zellen herstellen (Musil und 
Goodenough 1990). Sie erlauben den Transfer von Ionen und kleinen Molekülen 
(Molekulargewicht  <1000 Da), wie zum Beispiel cAMP, cGMP, Ca2+, Inositol-1,4,5-
Triphosphat als so genannte „second messenger“ sowie Glutamat, Glucose, ATP 
und ADP (Dhein et al. 2002; Goldberg et al. 1999), ohne mit dem Extrazellulärraum 
zu interferieren. Gap Junctions sind involviert in die Kontrolle des Zellwachstums 
(Loewenstein und Rose 1992), die embryonale Entwicklung, die Aufrechterhaltung 
der Homöostase (Musil und Goodenough 1990) und die Regulation glandulärer 
Sekretion (Meda et al. 1991).  
Des Weiteren erlauben sie eine schnelle Leitung von elektrischen Impulsen in 
erregbarem Gewebe, wie zum Beispiel glatte Muskulatur, Nerven oder Myokard und  
synchronisieren dadurch die elektrische und mechanische Kopplung (Christ 1995; 
Jeon und Youn 2015). Typischerweise verbinden Gap Junction Kanäle gleichartige 
Zellen, als sogenannte „homozelluläre Gap Junctions“, obwohl auch Verbindungen 
zwischen unterschiedlichen Zelltypen beschrieben sind („heterozelluläre Gap 
Junctions“) (Woodward et al. 1998). 
 
1.1.2. Aufbau und Struktur von Gap Junctions, Connexonen und Connexinen 
 
Gap Junction-Kanäle sind ca. 100-150 Å lang und überbrücken eine ca. 20 Å breite 
Lücke zwischen den Zellen. Die Porengröße wird in der Literatur mit ca. 12,5 Å 
angegeben (Dhein et al. 2002). Die Gap Junction Kanäle sind aus jeweils zwei 
Halbkanälen, den sogenannten Connexonen, aufgebaut und in die Plasmamembran 
beider benachbarter Zellen integriert (Musil und Goodenough 1990). Um ihre 
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regelhafte Funktion in der interzellulären Kommunikation zu entfalten, scheint eine 
Anordnung in Gruppen mit einer Ausdehnung von 100nm bis zu mehreren 
Mikrometer notwendig. Letztere werden auch als Gap Junction Plaques bezeichnet 
und können bis zu 10.000 Connexone enthalten (Bukauskas et al. 2000; Gaietta et 
al. 2002). Neu synthetisierte Gap Junctions werden jeweils randständig diesen 
Plaques zugefügt, während ältere Kanäle im Zentrum internalisiert und abgebaut 
werden (Gaietta et al. 2002). Die Connexone selbst bestehen aus jeweils sechs 
Connexinen, welche ringförmig zu einem hexamerischen Halbkanal 
zusammengelagert sind. Dabei existiert eine ganze Reihe von unterschiedlichen 
Connexin-Isoformen, die einer multigenen Protein-Familie entstammen (Bennett et 
al. 1994; Bruzzone 2001). Bisher wurden für das menschliche Genom 21 
verschiedene Connexin codierende Gene beschrieben (Oyamada et al. 2005). Sind 
unterschiedliche Connexin-Isoformen am Aufbau der Connexone beteiligt, so werden 
diese als heteromerisch bezeichnet. Im Falle einer Zusammensetzung aus 
identischen Connexin-Isoformen wird von homomerischen Connexonen gesprochen 
(Laird 2005; Reyes et al. 2014). Des Weiteren können Gap Junctions sowohl aus 
identischen Connexonen, als homotypische Kanäle, als auch aus ungleichen 
Hexameren, als heterotypische Kanäle, aufgebaut sein (Elfgang et al. 1995; Jiang 
und Goodenough 1996) (Abb. 1.1).  
Die weitreichende Variabilität in der Zusammensetzung der Connexone und Gap 
Junction Kanäle wird den unterschiedlichen komplexen Anforderungen differenter 
Gewebearten hinsichtlich biophysikalischer Eigenschaften, wie zum Beispiel 
Leitfähigkeit, Permeabilität und Spannungsabhängigkeit gerecht (Bennett et al. 1991; 
Steinberg et al. 1994; Bedner et al. 2006). Connexine bestehen aus einem 
intrazellulären N-terminalen Ende, vier transmembranären Domänen, zwei 
extrazellulären und einer intrazellulären Schleife sowie einem intrazellulären C-
terminalen Ende (Dhein 1998; Hertzberg et al. 1988) (Abb 1.2). Das C-terminale 
Ende weist dabei die größte Variabilität auf und unterscheidet sich in Länge und 
Aminosäurensequenz innerhalb der Connexin-Isoformen (Sáez et al. 1998). Aus 
diesen variablen Längen des C-Terminus ergeben sich unterschiedliche 
Molekulargewichte, die zur Namensbildung beitragen. So wird das Connexin mit dem 
Molekulargewicht von 43 kDa als Connexin 43 (Cx43) bezeichnet. Einige dieser 
Isoformen sind gewebetypisch (zum Beispiel Cx46, Cx50), andere treten in 















Abb. 1.1: a) einzelnes Connexin; b) durch Oligomerisation bildet sich aus 6 Connexinen ein 
hexamerisches Connexon; c) homomerischer homotypischer Gap Junction Kanal, 
bestehend aus gleichartigen Connexinen; d) heteromerischer heterotypischer Gap 


















Abb. 1.2:  Darstellung eines Connexins mit vier transmembranären Domänen (M1-M4), zwei
 extrazellulären Schleifen (ES1, ES2), einer intrazellulären Schleife (IS) sowie einem
 N- und C-terminalen Ende 
NH2 
COOH 
ES 1 ES 2 
IS 
M 1 M 2 M 3 M 4 
a) b) c) d) 
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Eine Regulationsmöglichkeit hinsichtlich der Offenheitswahrscheinlichkeit der Gap 
Junctions (Leitfähigkeit), des Zusammenbaus und der Degradation  ist unter 
anderem über die Phosphorylierung des an Serinresten reichen C-terminalen Endes 
der Connexine durch Proteinkinasen möglich (Laird 2005; Warn-Cramer und Lau 
2004; Hertlein et al. 1998). Die extrazellulären Schleifen enthalten hingegen mehrere 
Cysteinreste und können intramolekulare Disulfidbrücken ausbilden (John und Revel 
1991; Dahl et al. 1992). Diese sind für die Faltung der Connexine und die Interaktion 
mit dem korrespondierenden Connexon zur Bildung eines funktionsfähigen Kanals 
von Bedeutung (Warner et al. 1995). 
 
1.1.3. Funktionen von Gap Junctions und Connexonen 
 
Gap Junctions ermöglichen eine effektive interzelluläre Kommunikation im Sinne 
einer elektrischen und metabolischen Kopplung, die für zahlreiche physiologische 
Prozesse essentiell ist (Musil und Goodenough 1990; Laird 1996; Lampe und Lau 
2000). Sie kommen in fast allen Geweben und Zelltypen vor, Ausnahmen bilden 
dabei Spermien, differenzierte Skelettmuskelzellen sowie Erythrozyten (Reyes et al. 
2014). Neben der embryonalen Entwicklung von Organsystemen (Reaume et al. 
1995; Simon et al. 1998) sind sie an der Koordination des postnatalen 
Zellwachstums und der Gewebedifferenzierung beteiligt (Evans und Martin 2002; 
Kidder und Cyr 2016; Guthrie und Gilula 1989). In kontraktilen Geweben, 
beispielsweise im Myokard, dienen sie der koordinierten Weiterleitung des 
Aktionspotentials, um damit eine geordnete Kontraktion von Millionen von 
Kardiomyozyten innerhalb weniger Millisekunden zu gewährleisten (Cole et al. 1988; 
Brink et al. 1996). Dafür ist eine regelhafte Anordnung der Gap Junctions in den so 
genannten Glanzstreifen notwendig (Severs 1994), welche zur Propagation des 
Aktionspotentials in Längsausrichtung beiträgt. Diese als Anisotropie bezeichnete 
biophysikalische Eigenschaft resultiert in einer 3fach höheren längsgerichteten 
Erregungsleitungsgeschwindigkeit im Vergleich zur transversalen Richtung (Severs 
1994; Dhein et al. 2002). In nicht-erregbarem Gewebe, wie zum Beispiel glatten 
Gefäßmuskelzellen und Hepatozyten, entfalten die Gap Junctions vorrangig über ihre 
Permeabilität für Nukleotide, Aminosäuren, Ca2+, Glukose und kleine Moleküle mit 
einem Molekulargewicht von <1 kDa ihre koordinierende Wirkung (Christ et al. 1993; 
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Valiunas et al. 1999). Des Weiteren wird die osmotische Balance der Linse über 
diese Kanäle aufrecht erhalten (Gong et al. 1997). 
Das große Potenzial der unterschiedlichen Kombinationsmöglichkeiten im Sinne 
heteromerischer und / oder heterotypischer Gap Junction Kanäle macht die gewebs- 
und zellspezifischen Unterschiede in der Leitfähigkeit und Permeabilität verständlich 
(Goldberg et al. 2004). So beschrieben bereits zahlreiche Autoren differente 
Spannungs- und pH-abhängige Öffnungswahrscheinlichkeiten in unterschiedlichen 
Geweben (He et al. 1999; Valiunas et al. 2001; White und Bruzzone 1996; Banach 
und Weingart 2000). Andere Arbeitsgruppen konnten die Connexin-spezifische 
selektive Permeabilität von Nukleotiden und endogenen Metaboliten aufzeigen 
(Bevans et al. 1998; Goldberg et al. 2002; Meşe et al. 2007). 
Die (patho)physiologische Relevanz der Gap Junction Kanäle wurde durch 
mannigfaltige Untersuchungen an Connexin-defizienten Tieren und spezifischen 
Mutationen in Cx-Genen nachgewiesen. So zeigten mehrere Investigatoren die 
Entwicklung einer Katarakt, epidermaler Erkrankungen, Hörverlust oder die 
Entwicklung von Malignomen infolge einer gestörten interzellulären Gap Junction 
Kommunikation (Baruch et al. 2001; Saito et al. 2001; Common et al. 2005; Aishah et 
al. 2008; Kameritsch et al. 2013). Connexin 43 defiziente Mäuse erwiesen sich bei 
Reaume et al. (1995) postnatal als nicht lebensfähig. 
Bereits 1993 beschrieben Bergoffen et al. (1993) den Zusammenhang der Charcot-
Marie-Tooth-Erkrankung, einer heriditären peripheren Neuropathie, mit Mutationen 
im Connexin 32 Gen. Kurz darauf wiesen Britz-Cunningham et al. (1995) auf die 
Assoziation von Connexin 43 Mutationen bei Kindern mit komplexen Herzfehlern hin. 
Weiterführende experimentelle Untersuchungen konnten bei heterozygoten 
Connexin 43 defizienten Mäusen deutliche Einschränkungen in der kardialen 
Kontraktions- und Leitungsfähigkeit nachweisen (Gutstein et al. 2001). 
Des Weiteren wurden in zahlreichen Arbeiten die veränderte Connexin-Expression 
und ein damit verbundenes Gap Junction Remodelling bei Kardiomyopathien 
beschrieben (Severs et al. 2004b; Severs 1994). Peters et al. (1993) zeigten bereits 
Anfang der 90er Jahre eine signifikante Abnahme der Connexin 43 Proteinmenge in 
hypertrophierten und ischämischen Herzen bei koronaren Bypass-Patienten. In den 
Gewebeproben hypertropher Kardiomyopathien wurde eine räumliche Umverteilung 
der Gap Junctions, insbesondere an die lateralen Seiten der Myozyten, verbunden 
mit einer abnormen Konstitution der Kanäle, dokumentiert (Sepp et al. 1996). Dies ist 
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insofern von Bedeutung, als dass der räumlichen Umverteilung von Gap Junctions 
eine arrhythmogene Potenz zugesprochen wird (Severs 2001). Dupont et al. (2001) 
untersuchten an explantierten Herzen mit ischämischer oder dilatativer 
Kardiomyopathie die Veränderungen der Connexin 43 Expression und deren 
Lokalisation als Gap Junctions in der Zellmembran. Dabei konnten sie in den 
Kardiomyozyten der erkrankten Patienten neben der Reduktion des Connexins 43 
Gehaltes ebenfalls eine räumliche Umverteilung der Kanäle nachweisen. 
Somit scheinen Missverhältnisse in Form, Anzahl, Zusammensetzung oder 
Lokalisation der Gap Junctions nicht nur Ursache von Erkrankungen zu sein, 
sondern können auch sekundär als Reaktion auf pathologische Zustände eine 
Veränderung erfahren (Severs et al. 2004a). 
In der jüngeren Literatur wird die Funktion der nicht an den Gap Junction beteiligten 
Connexone, auch als Halbkanäle beizeichnet, neu definiert. Bisher wurde von einer 
funktionellen Inaktivität der Connexone, die außerhalb der interzellulären 
Kontaktflächen in die Zellmembran integriert wurden, ausgegangen. Aktuelle 
Arbeiten konnten jedoch eine unter bestimmten Voraussetzungen stattfindende 
Kommunikation zwischen Intrazellulärraum und extrazellulärer Umgebung 
nachweisen (Sáez et al. 2003; Saez et al. 2005; Reyes et al. 2014; Goodenough und 
Paul 2003). Als Trigger für eine Öffnung der Halbkanäle außerhalb der Gap 
Junctions gelten unter anderem die Membrandepolarisation, eine extrazelluläre 
Alkalisierung, eine mechanische Stimulation oder erniedrigtes extrazelluläres 
Calcium (Retamal et al. 2006; Schalper et al. 2010). Durch die transiente Öffnung der 
Hemikanäle können NAD+, ATP, Glutamat und Prostaglandin E2 den 
Extrazellulärraum erreichen (Bruzzone et al. 2001; Cherian et al. 2005). Dieser 
Mechanismus spielt offenbar eine zentrale Rolle in der Physiologie des zentralen 
Nervensystems, hepatischer Homöostase und einiger parakriner sowie autokriner 
Signalwege (Corriden und Insel 2010; Vinken 2011; Orellana et al. 2013; Wang et al. 
2013). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Glia in der Lage ist, zytotoxische 
Substanzen (zum Beispiel ATP, Glutamat, Prostaglandine) über Hemikanäle in den 
Extrazellulärraum abzugeben, welche wiederum Einfluss auf die benachbarte Glia 






1.2. Der Zyklus von Gap Junctions 
 
Der Zyklus der Gap Junctions beginnt mit der Transkription der Connexin mRNA, der 
anschließenden Translation sowie der co-translationalen Modifikation des Proteins 
im endoplasmatischen Retikulum. Folgend werden die Connexine im Golgi-Netzwerk 
zu hexamerischen Halbkanälen (Connexone) oligomerisiert und über Vesikel mit 
Hilfe der Mikrotubuli des Zytoskeletts zur Zellmembran transportiert. Durch die 
Bindung an einen weiteren Connexon der benachbarten Zelle entsteht ein zur 
direkten interzellulären Kommunikation geeigneter Gap Junction Kanal. Schließlich 
kommt es zur Internalisierung in so genannte ringförmige Gap Junctions, um einen 
lysosomalen oder (vorwiegend) proteosomalen Abbau zu ermöglichen (Musil und 
Goodenough 1993; Laird 1996; Salameh und Dhein 2005). Die Halbwertszeit der 
Connexine beträgt 1-5 Stunden und im Detail für Connexin 43 ca. 90 Minuten (Laird 
1996; Darrow et al. 1995). 
 
Im Myokard können vorwiegend Connexin 40, Connexin 43 und Connexin 45 
nachgewiesen werden. Die Connexine 40 und 45 finden sich vorzugsweise im Vorhof 
sowie im spezifischen Reizbildungs- und Erregungsleitungssystem (Sinusknoten, 
AV-Knoten und His-Purkinje System) (Severs et al. 2001). Im Arbeitsmyokard der  
Ventrikel ist hauptsächlich Connexin 43 lokalisiert (Severs et al. 2004b) und 
Bestandteil dieser Arbeit, so dass im Folgenden die Synthese und der Abbau der 
Connexine am Beispiel von Connexin 43 erläutert wird. 
 
1.2.1. Regulation der Connexin 43 Expression 
 
Die genetische Information für das Connexin 43 befindet sich beim Menschen auf 
dem Chromosom 6. Interessanterweise sind codierende Informationen auch auf dem 
Chromosom 5 verankert, können aber in Ermangelung eines Introns nur als 
Pseudogen bezeichnet werden (Willecke et al. 1990; Oyamada et al. 2005). Pfeifer et 
al. (2004) beschrieben in Ratten insgesamt sechs verschiedene Connexin 43 
mRNAs, die durch Nutzung unterschiedlicher Promotorregionen und alternatives 
Spleißen entstanden. Bisher wurden drei verschiedene Promotorregionen detektiert 
(P1, P2 und P3). Im Bereich des Herzens ist P1 im gesamten Organ aktiv, während 
P2 nur im Atrium und Septum und P3 ausschließlich in den Ventrikeln funktional ist. 
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In der Literatur sind eine Reihe von Transkriptionsfaktoren mit Wirkung auf P2 (zum 
Beispiel c-Myc und Hitzeschockprotein 90) beschrieben (Carystinos et al. 2003). Für 
die weitaus häufiger genutzte Promotorregion P1 existieren Bindungsstellen für SP1 
(„specific protein 1“), AP-1 („activator protein 1“) sowie für CREB-1 („cAMP response 
element binding protein“) (Vine et al. 2005; Piersanti und Lye 1995; Yu et al. 1994). 
 
1.2.2. Synthese der Connexin 43 Kanäle 
 
Wie auch andere polytopische Membranproteine wird Connexin 43 co-translational in 
das endoplasmatische Retikulum aufgenommen (Zhang et al. 1996).  Dort durchläuft 
das aus 382 Aminosäuren bestehende Protein insgesamt viermal die Membran, um 
die beiden (späteren) extrazellulären und eine intrazelluläre Schleife zu formen 
(Beyer et al. 1987; Milks et al. 1988; Laird 1996). Des Weiteren wird hier bereits die 
Disulfidbrücke zwischen den extrazellulären Schleifen ausgebildet. Anschließend 
erfolgt die Verlagerung in den Golgi Apparat, wo die Oligomerisierung zu 
hexamerischen Connexonen stattfindet (Musil und Goodenough 1993). Mehrere 
Arbeitsgruppen konnten bereits an dieser Stelle erste Phosphorylierungen des 
Connexins 43 aufzeigen (Crow et al. 1990; Laird et al. 1995). Während der 
Transferphase durch den Golgi-Apparat und des sich anschließenden vesikulären 
Transports bleiben die Connexone geschlossen, um die Integrität der Golgi-Zisternen 
aufrecht zu erhalten. Die Verlagerung an die Zellmembran erfolgt dabei via Vesikel 
unter Nutzung mikrotubulärer Strukturen des Zytoskeletts (Jordan et al. 1999; Laird 
2005). Nach Integration in die Plasmamembran erscheinen die, zunächst noch 
geschlossenen, Connexone als Halbkanäle und sind innerhalb der Lipid-
Doppelmembran beweglich. Mit Hilfe transmembranärer Adhäsionsmoleküle, wie 
zum Beispiel Cadherin und L-CAM, bilden die Connexone zweier 
gegenüberliegender Zellen einen dodekamerischen Gap Junction Kanal (Jongen et 
al. 1991; Musil et al. 1990). Durch Interaktion mit Proteinen des Zytoskeletts, 








1.2.3. Abbau und Degradation von Connexin 43  
 
Connexin 43 Gap Junctions haben mit 90 Minuten im Vergleich zu anderen 
strukturellen Membranproteinen eine sehr kurze Halbwertszeit, welche eine rasche 
Regulation der interzellulären Kommunikation ermöglicht (Berthoud et al. 2004). 
Zum Abbau der Connexine ist zunächst eine Internalisierung der Proteine notwendig, 
für die bisher unterschiedliche Wege angenommen wurden (Laird 2005). Der bis dato 
am besten untersuchte Mechanismus beruht auf der Bildung so genannter 
ringförmiger Gap Junctions, bei der Teile oder die gesamte Gap Junction Plaque als 
zytoplasmatische Doppelmembran-Vesikel internalisiert werden (Jordan et al. 2001; 
Falk et al. 2009). Dieser Vorgang ist mit einer Phagozytose vergleichbar, zumal 
Membranbestandteile der benachbarten Zelle mit aufgenommen werden, und wurde 
von Flores et al. (2012) bereits in vivo dokumentiert. Des Weiteren beschrieben 
mehrere Autoren die Involvierung von Clathrin und anderen endozytotischen 
Proteinen (Gumpert et al. 2008; Falk et al. 2009; Thévenin et al. 2013). Einige 
Arbeitsgruppen beschäftigten sich mit alternativen Abbauwegen, die eine 
membranständige Zerlegung der Gap Junctions und nachfolgenden Transport in 
Endosomen annahmen (Lane und Swales 1980; Fujimoto et al. 1997). Aufgrund des 
bisher fehlenden Nachweises der Existenz jener Mechanismen in vivo, scheinen 
diese keine effektive Alternative zum Abbau der Gap Junctions darzustellen 
(Thévenin et al. 2013). 
Die Degradation der Proteine erfolgt sowohl lysosomal, als auch proteasomal 
(Berthoud et al. 2004). Gregory und Bennett (1988) beschrieben die Co-Lokalisation 
von ringförmigen Gap Junctions und Lysosomen. Unter Nutzung lysosomaler 
Inhibitoren konnte in den folgenden Jahren dieser Zusammenhang in zahlreichen 
Zellreihen bestätigt werden. Sowohl in Zellkulturen neonataler Kardiomyozyten, als 
auch in perfundierten adulten Rattenherzen, führte die Zugabe lysosomaler 
Inhibitoren zu einem deutlichen Anstieg der Connexin 43 Proteinmenge (Beardslee 
et al. 1998; Laing et al. 1998). In weiterführenden Untersuchungen identifizierten 
Thomas et al. (2003) das am C-terminalen Ende lokalisierte Tyr286 als wichtigen 
Bestandteil der Adressierung zur lysosomalen Degradation. 
Die Beteiligung der Proteasomen am Abbau des Connexins 43, die sowohl Ubiquitin-
abhängig als auch –unabhängig erfolgt, wurde zuerst von Laing et al. (1995) 
beschrieben. Für die Ubiquitinylierung der Connexine scheint eine Phosphorylierung 
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notwendig zu sein, die Gegenstand zahlreicher Untersuchungen war (Strous und 
Gent 2002; Girão und Pereira 2003).  
Des Weiteren ist die Phosphorylierung des Connexins 43 durch die Proteinkase C, 
die „extracellular signal-regulated kinase“ (ERK) und der „casein kinase 1“ (CK1) mit 
einem deutlich gesteigerten Abbau der Gap Junctions verbunden (Mograbi et al. 
2003; Nguyen et al. 2003; Cooper und Lampe 2002). Die Degradation der fehlerhaft 
gefalteten Connexine erfolgt ebenfalls über Proteasome in räumlicher Nähe zum 
endoplasmatischen Retikulum (VanSlyke et al. 2000). 
 
1.3. Regulation der Leitfähigkeit von Gap Junctions 
 
Die interzelluläre Kommunikation kann über die Anzahl der Gap Junctions, den 
Zeitraum des geöffneten Zustandes (Offenheitswahrscheinlichkeit) und die 
Leitfähigkeit der einzelnen Kanäle gesteuert werden. Die Anzahl der Kanäle wird 
über die Synthese der Connexine, die Integration in die Plasmamembran sowie 
durch Degradation der Gap Junctions reguliert (Salameh und Dhein 2005). 
Die Offenheitswahrscheinlichkeit wird aus dem zeitlichen Verhältnis des offenen 
Zustandes im Vergleich zum geschlossenen Status errechnet und ist sowohl 
Spannungs- als auch pH-abhängig (White und Bruzzone 1996; Christ und Brink 
1999). Da die Gap Junctions unter physiologischen Bedingungen eher offen, als 
geschlossen sind, bestimmt die Selektivität der Kanäle das Ausmaß der 
interzellulären Kommunikation (Goldberg et al. 2004). So beschrieben Wang et al. 
(1997) bei homotypischen Connexin 43 Gap Junctions folgende Selektivität für 
monovalente Kationen: K+>Na+>Li+. Bevans et al. (1998) berichteten zuerst über 
unterschiedliche selektive Durchlässigkeiten von sekundären Botenstoffen und 
ungeladenen Molekülen. In einer weiterführenden Arbeit konnten die Autoren den 
Einfluss von zyklischen Nukleotiden auf die Leitungseigenschaften der Gap 
Junctions nachweisen. So sind cAMP und cGMP bereits in nanomolarer 
Konzentration in der Lage, die Kanäle zu schließen. Dies trifft auf andere Nukleotide, 
wie zum Beispiel AMP, ADP und ATP, nicht zu (Bevans und Harris 1999). 
Ein weiterer Mechanismus zur Steuerung der selektiven Permeabilität stellt die 
Bildung heterogener Gap Junction Kanäle dar, die wiederum als effiziente zelluläre 
Strategie in der Feinregulation der Zell-Zell-Kommunikation angesehen werden kann 
(Cottrell und Burt 2005). 
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Phosphorylierungen im Bereich der C-terminalen Region der Connexine dienen 
neben der Steuerung der Faltung und Oligomerisierung, des Einbaus in die 
Zellmembran und der Degradation auch zur Regulation der Leitfähigkeit und 
Permeabilität (Lampe und Lau 2000). So konnte beispielsweise für die Proteinkinase 
C eine Reduktion der interzellulären Konduktivität durch Phosphorylierung an Ser368 
nachgewiesen werden (Lampe et al. 2000). Weitere Arbeiten detektierten unter 
anderem regulatorischen Einfluss der Proteinkinase A (Britz-Cunningham et al. 
1995), einiger Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Kanemitsu und Lau 1993) sowie der 
„mitogen-activated protein“ (MAP) Kinase (Warn-Cramer et al. 1996). Wenig 
untersucht sind bisher die Auswirkungen von Proteinphosphatasen, die ebenfalls 
Einfluss auf die Leitungseigenschaften entfalten (Herve und Sarrouilhe 2002). 
Insgesamt scheinen die Steuerung der Leitfähigkeit der Gap Junctions und die rapide 
Änderung der interzellulären Kommunikation infolge (patho)physiologischer Zustände 
und Reize nicht nur auf einzelnen Komponenten zu beruhen, sondern sind vielmehr 
durch ein komplexes Interagieren zahlreicher Elemente und Prozesse geprägt. 
 
1.4. Wirkungen von Insulin und Wachstumsfaktoren auf das Herz 
 
1.4.1. Insulin und Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 
 
Insulin als primärer Regulator des Blutzuckerspiegels steuert neben der 
Glucoseaufnahme in Muskel- und Fettgewebe auch die hepatische Gluconeogenese. 
Weiterhin stimuliert Insulin Zellwachstum und –differenzierung und vermittelt eine 
Substratspeicherung in Fettgewebe, Leber und Muskel über die Stimulation der 
Lipogenese, Glycogen- und Proteinsynthese (Saltiel und Kahn 2001). Am 
Herzmuskel entfaltet Insulin seine facettenreiche Wirkung neben der Steuerung des 
Glucosestoffwechsels auch über die Proteinsynthese und übt Einfluss auf die 
kardiale Kontraktilität aus (Belke et al. 2002). 
Der Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) wird unter der Regulation des 
Wachstumshormones synthetisiert und vermittelt dessen Effekte (Mathews et al. 
1986). Vorzugsweise wird IGF-1 in der Leber gebildet, kann jedoch auch von 
anderen Geweben, einschließlich des Herzens, synthetisiert werden. Im Allgemeinen 
steuert IGF-1 Wachstum und Entwicklung während der Embryogenese und vermittelt 
vor allem mitogene Effekte in differenziertem Gewebe (Ren et al. 1999). Im Hinblick 
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auf das Herz stimuliert IGF-1 im Rahmen physiologischer Zustände die kardiale 
Proteinsynthese, steigert die Inotropie und moduliert Calcium-Kanäle (Maniar et al. 
2005). Li et al. (1997b) detektierten bei Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie 
eine erhöhte IGF-1 Genexpression in Herzmuskelbioptaten, die eine Assoziation mit 
der Erkrankung annehmen lässt. 
Der Insulin- und IGF-Rezeptor verfügen über eine strukturelle und funktionelle 
Ähnlichkeit (Humbel 1990). Es handelt sich dabei um tetramerische 
transmembranäre Glykoproteine, bestehend aus je 2 alpha- und 2 beta-
Untereinheiten, deren Aminosäuresequenz nur geringe Unterschiede aufweist 
(Janicot et al. 1991; Laustsen et al. 2007). Des Weiteren existieren Hybride dieser 
Rezeptoren, die eine Aktivierung sowohl durch IGF, als auch durch Insulin zulassen. 
Nach Bindung eines affinen Liganden sind sie in der Lage, zahlreiche metabolische 
und mitogene Signale in einer Zelle auszulösen (Janicot et al. 1991; Fuller et al. 
1992; Lin et al. 2003a; Duerr et al. 1995). Bisher wurden neun verschiedene 
intrazelluläre Substrate der Insulin/IGF-1-Rezeptor-Kinasen identifziert, die wiederum 
weitere Signalwege aktivieren (White 1998). Darunter finden sich auch die 
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase, die Proteinkinase C und die „mitogen-activated 
protein“-Kinase (MAPK), die neben der Stimulation des Zellwachstums und der 
Zelldifferenzierung (Saltiel und Kahn 2001) auch Einfluss auf die Connexin-
Regulation ausüben. 
Während ein experimenteller Funktionsverlust von nur einem der beiden Rezeptoren 
in Mäuseherzen nicht mit einer reduzierten Lebenserwartung einhergeht, ist der 
Verlust beider Rezeptoren mit einer früh einsetzenden Kardiomyopathie und einem 
Herzinsuffizienz-bedingten Tod innerhalb eines Monats assoziiert (Laustsen et al. 
2007). 
Buerke et al. (1995) untersuchten den Einfluss von IGF-1 auf die myokardiale 
Apoptose infolge Reperfusion nach Ischämie bei Ratten. Dabei konnte die vorherige 
IGF-Gabe die Reperfusions-induzierte Apoptose deutlich reduzieren, sogar nahezu 
verhindern. Lin et al. (Lin et al. 2003a; Lin et al. 2003b) konnten für IGF in den 
Konzentrationen von 1ng/ml bis 50ng/ml deutliche Effekte auf die Regulation von 
Cx43 und Gap Junctions an Epithelzellen der Linse aufzeigen. Eine über die 
Proteinkinase C vermittelte Phosphorylierung des Connexins 43 resultierte in einer 
Abnahme der Gap Junction Kommunikation.  
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Jüngere Untersuchungen beschäftigten sich mit dem therapeutischen Einsatz von 
IGF-1 in Verbindung mit Stammzellen zur Behandlung der ischämischen 
Kardiomyopathie (Li et al. 2014). Durch Überexpression von Wachstumsfaktoren, 
unter anderen auch IGF-1, verdoppelte sich das Connexin 43, resultierend ein einer 
gesteigerten Bildung von Gap Junctions zwischen den Stammzellen und den 
Kardiomyozyten. 
Aikawa et al. (2000) wiesen eine protektive Wirkung von Insulin auf die von 
oxidativem Stress induzierte kardiomyozytäre Apoptose nach. Dabei wurde dieser 
Effekt über die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase vermittelt und zeigte bei den 
Konzentrationsstufen von 0,1 µmol/l, 1 µmol/l und 10 µmol/l Insulin signifikante 
Änderungen der Enzymaktivität. Aus diesem Grund erfolgten die Untersuchungen im 
Rahmen dieser Arbeit ebenfalls mit jenen Konzentrationen.  
Sowohl der IGF-1- als auch der Insulin-Effekt auf die kardiomyozytäre Apoptose 
könnten, zumindest zum Teil, auf einer veränderten interzellulären Kommunikation 
mit konsekutiver Reduktion des Transportes Apoptose-induzierender Signalstoffe 
beruhen.  
 
1.4.2. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
 
Der „vascular endothelial growth factor“ (VEGF) ist ein homodimeres heparin-
bindendes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 45 kDa (Leung et al. 1989). 
VEGF stimuliert unter anderem in vivo und in vitro als potenter mitogener Faktor die 
Teilung arterieller, venöser und lymphatischer endothelialer Zellen (Connolly et al. 
1989) und wird häufig als Reaktion auf eine Hypoxie sezerniert (Seko et al. 1998).  
Die Effekte des VEGF auf das Connexin 43 scheinen zell- und gewebespezifisch zu 
sein. Bei vaskulärer Epithelzellen wird nach Bindung des VEGF am entsprechenden 
Rezeptor durch die Aktivierung der assoziierten Tyrosinkinase eine 
Phosophorylierung an Serin- oder Threonin-Resten des Connexins vermittelt, die zu 
einer rapiden Abnahme der Gap Junction Leitfähigkeit führte (Suarez und Ballmer-
Hofer 2001). Bei neonatalen Kardiomyozyten wurde hingegen eine deutliche 
Zunahme der Impulspropagation nach VEGF-Inkubation beschrieben (Pimentel et al. 
2002). 
Seko et al. (1999) gelang die Dokumentation einer kardialen VEGF-Sekretion unter 
mechanischer Dehnung von neonatalen Rattenkardiomyozyten. Bei Patienten mit 
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Vorhofflimmern, dem zumeist eine Dilatation der Vorhöfe vorausgeht, konnte 
dieselbe Arbeitsgruppe ebenfalls elevierte VEGF Serumwerte detektieren (Seko et 
al. 2000). Zhuang et al. (2000) wiesen eine dehnungsinduzierte Verdopplung des 
Connexins 43 abermals bei neonatalen Rattenkardiomyozyten nach. Die 
Arbeitsgruppe um Pimentel et al. (2002) untersuchte diesen Effekt eingehender und 
konnte den Zusammenhang zwischen der VEGF-Sekretion und der gesteigerten 
Connexin 43 Expression aufdecken. So war durch Inkubation mit exogenem VEGF 
eine vergleichbare Erhöhung des Connexins 43 nachweisbar. Des Weiteren konnte 
durch die Zugabe eines anti-VEGF-Antikörpers der dehnungsinduzierte Einfluss auf 
das Connexin 43 verhindert werden. Daraus schlussfolgerten die Autoren, dass die 
durch Dehnung hervorgerufene myozytäre VEGF Sekretion im Rahmen einer 
autokrinen Regulation zur Erhöhung der interzellulären Kommunikation stattfindet 
(Pimentel et al. 2002). 
Des Weiteren wird in der Literatur ein deutlicher Zusammenhang zwischen kardialer 
Minderperfusion und myozytärer VEGF-Sekretion beschrieben. Bereits 1994 konnten 
Hashimoto et al. (1994) die Induktion der VEGF mRNA in Kardiomyozyten nach 
experimenteller Ischämie und Hypoxie nachweisen. Diese Ergebnisse lassen einen 
autokrinen und parakrinen Einfluss des VEGF bei akuter oder chronischer 
Sauerstoffminderversorgung des Herzens vermuten. Hojo et al. (2000) näherten sich 
dieser Fragestellung aus klinischer Sicht und konnten bei Patienten nach akutem 
Myokardinfarkt deutlich erhöhte VEGF Serumwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe 
nachweisen. Ferner dokumentierten sie eine positive Korrelation der VEGF 
Serumwerte zur Infarktgröße. 
Weiterführende Untersuchungen unterstrichen den Stellenwert einer intakten 
autokrinen und parakrinen VEGF-Stimulation zur Aufrechterhaltung der kardialen 
Funktion. So konnten Giordano et al. (2001) eine signifikante Abnahme koronarer 
Gefäße, dünnere Ventrikelwände, eine verminderte Pumpfunktion sowie eine 
abnorme Reaktion auf beta-adrenerge Stimuli bei Mäusen mit einer Deletion des 
Kardiomyozyten-spezifischen VEGF-Gens aufzeigen. 
Erwähnenswert scheint die Arbeit von He et al. (2006), die eine Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase vermittelte Synthese von VEGF durch Kardiomyozyten nach Insulin 
und IGF-1 Stimulation beschrieben. 
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Da die oben geschilderten Untersuchungen des VEGF-Einflusses auf das kardiale 
Connexin 43 von Pimentel et al. (2002) die Kurzzeitregulation betrafen, sollten in 
dieser Arbeit die langfristigen Auswirkungen betrachtet werden. 
 
1.4.3. Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 
 
TGF-β wird von vielen Zelltypen, als zunächst biologisch inaktive „latente“ Form, 
produziert. Erst nach Aktivierung dieses Wachstumsfaktors ist eine Bindung an den 
Rezeptor möglich. Als Aktivatoren sind unter anderen Thrombospondin-1, mehrere 
Matrix-Metalloproteasen und reaktive Sauerstoffspezies beschrieben (Bujak und 
Frangogiannis 2007). Die intrazelluläre Signaltransduktion vom Rezeptor bis zum 
Zellkern wird über die so genannten „SMAD“-Proteine vermittelt (Heldin et al. 1997). 
TGF-β ist als multifunktionales Protein bekannt und entfaltet viele pleiotrope Effekte. 
Es ist beteiligt an der embryonalen Entwicklung, steuert Zellwachstum und 
Differenzierung, hat Einfluss auf Proliferation und Apoptose, vermittelt Fibrosierung 
von Gewebe und reguliert Immunreaktionen (Bujak und Frangogiannis 2007). Auch 
im Hinblick auf das Herz wird TGF-β für eine große Bandbreite regulatorischer 
Einflüsse verantwortlich gemacht. So beschrieben einige Arbeitsgruppen direkte 
chemotaktische Effekte von TGF-β auf Neutrophile (Fava et al. 1991) und Monocyten 
(Wahl et al. 1987) nach Myokardinfarkt. Weiterhin wird durch TGF-β die Konversion 
von Fibroblasten zu Myofibroblasten, resultierend in einer kardialen Fibrose, 
vermittelt (Desmoulière et al. 1993). Gegenstand aktueller Untersuchungen ist der 
Einsatz von TGF-β zur Differenzierung von Knochenmarkstammzellen zu 
kardiomyozytären Zellen. Shi et al. (2016) beschrieben erst kürzlich den Wandel von 
Stammzellen zu Kardiomyozyten-ähnlichen Zellen mit typischer Expression von 
Cx43 und Troponin I unter Einfluss von TGF-β. 
Im Rahmen von myokardialen Ischämien und Infarkten übt TGF-β einen protektiven 
Effekt aus, mutmaßlich über die Reduktion der kardiomyozytären Apoptose (Baxter 
et al. 2001). Gray et al. (1998) konnten die Induktion einer Hypertrophie von 
neonatalen Herzmuskelzellen der Ratte nach Angiotensin II Gabe dokumentieren. 
Interessanterweise wurde dieser Effekt ebenfalls über TGF-β vermittelt. Die Gabe 
von „Angiotensin Converting Enzyme“-Inhibitoren oder Angiotensin II-Rezeptor-
Blockern reduzierten deutlich die TGF-β Spiegel in hypertrophierten und infarzierten 
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Herzen (Kim et al. 1996; Yu et al. 2001). Somit scheint TGF-β eine Komponente der 
Angiotensin II Signalkaskade zu sein.  
Li et al. (1997b) näherten sich dieser Fragestellung vom klinischen Standpunkt und 
konnten bei Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie 2-3fach erhöhte TGF-β 
mRNA-Spiegel im Vergleich zu den Kontrollgruppen detektieren. 
Pimentel und Kollegen (2002) untersuchten im Rahmen ihrer Analysen zur VEGF-
Wirkung auf das kardiomyozytäre Connexin 43 auch den Einfluss von TGF-β. Dabei 
konnten sie nach einstündiger Inkubation von neonatalen Rattenkardiomyozyten mit 
TGF-β einen deutlichen Anstieg der Connexin 43 Expression nachweisen. Dieser 
Effekt war durch Anti-VEGF-Antikörper hemmbar, so dass jene regulative Wirkung 
von TGF-β durch VEGF vermittelt erscheint.  
 
1.4.4. Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) 
 
FGF-2, auch allgemein bezeichnet als „basic-FGF“, ist einer von 23 strukturell 
ähnlichen polypeptidischen Wachstumsfaktoren (FGF-1 – FGF-23) (Yamashita et al. 
2000) der FGF-Familie und wird aufgrund seiner hohen Affinität zu Heparin auch zu 
der großen Gruppe der Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren gezählt (Szebenyi 
und Fallon 1999). FGF-2 wird von verschiedenen Zelllinien, insbesondere auch von 
Kardiomyozyten und kardialen Endothelzellen, sezerniert (Cummins 1993; Kardami 
et al. 1995). Die biologischen Funktionen von FGF-2 werden von zellspezifischen 
Oberflächenrezeptoren aus der Tyrosinkinase-Familie vermittelt (Szebenyi und 
Fallon 1999). Der FGF-Rezeptor 1 ist der überwiegend im Herzmuskel exprimierte 
FGF-2-Rezeptor (Sugi et al. 1995). Dessen Existenz ist essentiell für die normale 
kardiale Entwicklung (Mima et al. 1995). Die diversen Funktionen des FGF-2 auf das 
Myokard können in zwei übergeordneten Kategorien zusammengefasst werden: zum 
einen spielt es eine bedeutende Rolle im Rahmen der kardialen Protektion bei 
Ischämie und Reperfusionsschäden und zum anderen wirkt es bei der Entwicklung 
einer kardialen Hypertrophie und Hyperplasie mit (Detillieux et al. 2003). 
So konnten Padua et al. (1993) eine autokrine Sekretion von FGF-2 mit 
nachfolgender Stimulation der DNA-Synthese im Rahmen einer Myokardverletzung 
nachweisen. Derselben Arbeitsgruppe gelang 2 Jahre später die Dokumentation 
eines kardioprotektiven Effekts, im Sinne einer verbesserten Resistenz und 
gesteigerten funktionellen Erholung des Myokards, nach Perfusion mit FGF-2 im 
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experimentellen Ischämie-Reperfusionsmodell mit Rattenherzen (Padua et al. 1995). 
Clarke et al. (1995) beschrieben einen negativ inotropen Effekt des FGF-2 unter 
adrenerger Stimulation, welcher zu einer Minderung des Sauerstoffverbrauches und 
Reduktion der kontraktionsassoziierten Myokardverletzung beiträgt. Pasumarthi et al. 
(1996) zeigten eine gesteigerte Proliferationsrate von neonatalen Kardiomyozyten 
nach parakriner FGF-Stimulation auf. FGF-2 vermittelt außerdem die Differenzierung 
ortsständiger kardialer Vorläuferzellen zu funktionellen Kardiomyozyten (Rosenblatt-
Velin et al. 2005) und steigert die interzellulläre Kommunikation zwischen 
mesenchymalen Stammzellen und Kardiomyoblasten im experimentellen Ansatz 
(Preda et al. 2015). Die Differenzierung pluripotenter Stammzellen zu 
kontraktionsfähigen Kardiomyozyten mit Hilfe von FGF-2 zur Augmentierung der 
postischämischen Regeneration ist Gegenstand aktueller Forschungsprojekte 
(Lewandowski et al. 2016). 
In weiteren Experimenten untersuchten Doble et al. (1996) die Effekte von FGF-2 auf 
die Phosphorylierung von Cx43 sowie den Einfluss in Hinblick auf die interzelluläre 
Kommunikation von Kardiomyozyten. In derselben Arbeit wurden die Kurzzeiteffekte 
von FGF-2 auf die Protein- und mRNA-Synthese von Cx43 analysiert. Dabei zeigte 
sich eine signifikante Abnahme der interzellulären Kommunikation bei gleichzeitiger 
Verdopplung der Cx43-Phosphorylierung innerhalb von 30 Minuten nach 
Administration von FGF-2. Interessanterweise konnte keine Änderung der Cx43-
spezifischen mRNA- und Proteinmenge nachgewiesen werden. Sakurai et al. (2013) 
schlussfolgerten in einer kürzlich publizierten Arbeit, dass FGF-2 essentiell für die 
Connexin 43 Homöostase, vermittelt über Phosophorylierungen an Serin-Resten, 
und damit wichtig für die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten ist. 
 
1.5. Zielstellung dieser Arbeit 
 
In der hier vorgelegten Arbeit sollte die langfristige Regulation von Connexin 43 
neonataler ventrikulärer Rattenkardiomyozyten nach Inkubation mit Insulin und den 
Wachstumsfaktoren IGF-1, VEGF, TGF-β und FGF-2 untersucht werden. Dabei 
stand insbesondere die Connexin 43 Proteinmenge und die mRNA-Expression im 
Vordergrund. Des Weiteren sollte die Induzierbarkeit der Connexine 40 und 45 durch 




2. Material und Methoden 
 




Bovines Serum Albumin, Fraction V (BSA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Fibroblast Growth Factor (FGF), Biosource International, Camarillo, Kanada 
Fetales Kälberserum (FCS), Invitrogen GmbH Karlsruhe 
Gelatine (Schweinehaut), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim  
Glucose, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Pferde Serum (HS), Invitrogen GmbH Karlsruhe 
Insulin-like Growth Factor (IGF), Biosource International, Camarillo, Kanada 
Insulin für Zellkulturen (aus Rinderpankreas), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Kollagenase (351 Units/mg), Invitrogen GmbH Karlsruhe  
M199 Medium, 25 mM HEPES-Puffer, mit Earle’s Salzen, Invitrogen GmbH 
Karlsruhe 
M199 Medium, 25 mM HEPES-Puffer, mit Hank’s Salzen, Invitrogen GmbH 
Karlsruhe 
Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin (10.000 µg/ml), Invitrogen GmbH Karlsruhe 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS), Invitrogen GmbH Karlsruhe 
Transforming Growth Factor (TGF), Biosource International, Camarillo, Kanada 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Biosource International, Camarillo, 
Kanada 
Brutschrank HERAcell, Heraeus, Hanau 
Laminarbox Microflow, Nunc, Wiesbaden-Biebrich 
Mikroskop Wilovert 30, Helmut Hund GmbH, Wetzlar 
Skalpell, Feather, Kölln 
Wasserbad, Memmert GmbH, Schwabach 
Zentrifugenröhrchen (50ml), Sarstedt, Nümbrecht 
Zellkulturschalen 60mm, Corning Incorporated Life Sciences, Acton, USA 
Zellkulturflaschen 75cm², greiner bio-one. GmbH, Schwabach 





Zur Gewinnung von neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden 24-36h alte Sprague-
Dawley-Ratten durch Dekapitation getötet und thorakotomiert. Nach aseptischer 
Entnahme der noch kontraktilen Herzen und einem kurzen Waschschritt in eiskalter 
0,4% Glucose-PBS-Lösung erfolgte die Abpräparation der Vorhöfe. Einem weiteren 
Waschschritt in Glucose-PBS-Lösung folgte die Zerkleinerung der Ventrikel in ca. 
1mm³ große Stücke unter Zuhilfenahme steriler Skalpelle. Im Anschluss wurden die 
Herzstückchen in Dissoziationslösung (siehe Tabelle 2.1, 7ml bei 15 Herzen) in ein 
50ml–Reaktionsgefäß aufgenommen und 6min in einem 37°C warmen Wasserbad 
geschüttelt. Nach diesem Schüttelvorgang wurde der Überstand in ein weiteres 
Reaktionsgefäß überführt, dem Pellet neue Dissoziationslösung hinzugefügt und der 
Vorgang noch 6mal wiederholt. Die Überstände mit den ausgelösten Kardiomyozyten 
wurden jeweils mit gleichen Mengen serumhaltigen Mediums versetzt, um die 
Aktivität der Kollagenase abzustoppen.  
Nach Abschluss der 7 Zyklen wurden diese Reaktionsgefäße mit 66g für 5min bei 
Raumtemperatur zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 
serumhaltigem Medium aufgenommen. Diese Suspension wurde nun in eine 
Zellkulturflasche überführt und für 20 Minuten bei 37°C und 5% CO2-Begasung 
inkubiert. Da nicht-myozytäre Zellen, wie z.B. Fibroblasten, schneller als 
Kardiomyozyten adhärieren, konnte durch erneute Abnahme des Überstandes der 
Anteil nicht-myozytärer Zellen auf <1% gesenkt werden. Abschließend wurden die 
Zellen gleichmäßig auf mit 0,1%er Gelatine beschichtete 60mm-Zellkulturschalen 
ausplattiert. 
 
Tabelle 2.1: Dissoziationslösung 
PBS, bestehend aus: 
  NaCl  137 mmol/l 
  KCl  2,7 mmol/l 
  Na2HPO4 8,3 mmol/l 
  KH2PO4 1,5 mmol/l 
50 ml 
Glucose 200 mg 
Bovines Serum Albumin 500 mg 
Kollagenase 80 mg 
 
Tabelle 2.2: serumhaltige Stopplösung 
Medium M199 mit Hank’s 
Salzen 
45 ml 
Fetales Kälberserum 4,5 ml
Penicillin (10.000 U/ml) / 








Als Standardmedium diente M199, dem 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml 
Streptomycin zugesetzt wurde. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 
Zellkulturschalen bei 37°C und 5% CO2-Begasung. Um Kontaminationen zu 
vermeiden, erfolgten alle Arbeiten an einer Sterilbank mit laminarer Luftströmung. 
 
Die ersten 24 Stunden wurden die Zellen in einem serumreichen Medium (M199 + 
10% Pferde Serum + 5% fetales Kälberserum) kultiviert. Für die weiteren 24-72 
Stunden wurde serumarmes Medium (M199 + 10% Pferde Serum + 1% fetales 
Kälberserum) benutzt. Nach einer Kultivierungsdauer von 2-4 Tagen bildete sich ein 
konfluenter Zellrasen, welcher im mikroskopischen Bild Kontraktionen der 
Zellverbände zeigte.  
 
2.1.4. Inkubation mit Insulin und den Wachstumsfaktoren 
 
Nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers aus Kardiomyozyten wurden die 
Zellkulturen mehrfach mit PBS gewaschen und unter Mitführung von Kontrollen mit 
den in Tabelle 2.3 genannten Wachstumsfaktoren in serumfreiem Medium für 3 oder 
24 Stunden inkubiert und anschließend entsprechend der weiteren Analytik lysiert 
respektive fixiert. 
 
Tabelle 2.3: Verwendete Wachstumsfaktoren 
 
Agens Konzentrationen Inkubationszeit 
bovines Insulin für Zellkulturen 0,1 µM, 1 µM, 10 µM 24 Stunden 
Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF) 
10 ng/ml, 40 ng/ml, 
100 ng/ml 
3 Stunden, 24 Stunden 
Transforming Growth Factor 
(TGF-β) 
1 ng/ml,10 ng/ml,  
100 ng/ml 
3 Stunden, 24 Stunden 
Fibroblast Growth Factor-2 
(FGF-2) 
0,1 ng/ml, 1 ng/ml,  
10 ng/ml 
24 Stunden 
Insulin-like Growth Factor-1 
(IGF-1) 









30% Acrylamid / Bis-Acrylamid (27.5:1), Merck KGaA, Darmstadt 
Ammoniumpersulfat (APS), Merck KGaA, Darmstadt 
Aprotinin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Assay-Reagenz A, Bio-RAD Laboratories GmbH, München 
Assay-Reagenz B, Bio-RAD Laboratories GmbH, München 
Assay-Reagenz S, Bio-RAD Laboratories GmbH, München 
Bromphenolblau-Natriumsalz, AppliChem GmbH, Darmstadt 
ECL-Lösungen, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden 
Ethanol abs., J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Ethylendiaminotetraessigsäure (EDTA) 1mM; pH 7,9, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Glycerin, Merck KGaA, Darmstadt 
Glycin, Merck KGaA, Darmstadt 
K2HPO4 20mM, Merck KGaA, Darmstadt 
H2O steril, Delta Select, Pfullingen 
Leupeptin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Magermilch, AppliChem GmbH, Darmstadt 
Methanol, J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Mercaptoethanol, AppliChem GmbH, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS), AppliChem GmbH, Darmstadt 
Pepstatin A, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 1mM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS), Invitrogen GmbH Karlsruhe 
Primärantikörper  
Cx43: Kaninchen Anti-Cx43, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Cx45: Kaninchen Anti-Cx45, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
 Cx40: Kaninchen Anti-Cx40, Chemicon International, Inc., Ternecula, Kanada 
Proteinmarker, Invitrogen GmbH Karlsruhe 






Cx43 und Cx45: Ziege Anti-Kaninchen IgG (HRP-konjugiert), Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, Steinheim 
Cx40: Ziege Anti-Kaninchen IgG (HRP-konjugiert), Chemicon International, 
Inc., Ternecula, Kanada 
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Merck KGaA, Darmstadt 
Tris-HCl (1 M), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Triton X-100, AppliChem GmbH, Darmstadt 
Tween 20, Merck KGaA, Hohenbrunn 
 
96well Platte, Corning Incorporated Life Sciences, Acton, USA 
Agfa-Durchlichtscanner Snap-Scan 1236, Agfa, Mortsel 
Biorad-Software Quantity One V4.4.0, Bio-RAD Laboratories GmbH, München 
Blotting-Apparatur Power-Pac 1000 und Trans-Blot SD Cell, Bio-RAD Laboratories 
GmbH, München 
Elektrophoreseapparatur Mini Protean 3 Cell, Bio-RAD Laboratories GmbH, 
München 
Filtermembranen, Bio-RAD Laboratories GmbH, München 
Gelsystem Mini-Protean II, Bio-RAD Laboratories GmbH, München 
Glasplatten, Bio-RAD Laboratories GmbH, München 
Kunststoffkämme, 15zahnig, Bio-RAD Laboratories GmbH, München 
Reaktionsgefäße Microtubes, Eppendorf, Hamburg 
Nitrocellulosemembran HybondTM C-Extra, Amersham Biosciences, Uppsala, 
Schweden 
Photometersoftware easyWin Fitting V4.0a, Tecan AG, Männedorf, Schweiz 
Röntgen-Filme, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden 
Röntgen-Kassette, Dr. Goos-Suprema GmbH, Heidelberg 
Spektralphotometer Tecan Spectra Classic, Tecan AG, Männedorf, Schweiz 
Ultraschallgerät Transsonic 460, Elma, Singen 
Zellmörser 
Zellschaber 




2.2.2. Anreicherungsverfahren für zelluläre Proteine 
 
Die Qualität nachfolgender Proteinanalysen hängt entscheidend von der Güte der 
Proteinextraktion und Probenbehandlung ab. Neben einem schnellen und 
gründlichen Zellaufschluss ist die Inhibierung zelleigener Proteinasen wichtig, um 
nachträgliche Proteindegradation oder –veränderungen zu verhindern. 
 
Zur Weiterverarbeitung wurden die kultivierten Zellen auf den Petrischalen nach 
mechanischer Ablösung mittels Zellschaber durch je 100µl hypoosmolaren 
Lysispuffer aufgenommen und in 1,5ml Reaktionsgefäße überführt. Zum weiteren 
mechanischen Zellaufschluss erfolgten 3-4 Kompressionen des Pellets mit einem 
Zellmörser. Der sich anschließende Zellaufschluss erfolgte mittels des 
hypoosmolaren Lysispuffers (siehe Tabelle 2.4) für 4-6 Stunden. Darin enthaltene 
Proteinase-Inhibitoren schützten vor Proteindegradation.  
Um weitere Proteine aus Membranbruchstücken zu lösen, erfolgte 3-4 Mal für jeweils 
10 Sekunden eine hochfrequente Ultraschallbehandlung. Zur Abtrennung der 
Fraktion schwerer Zellbestandteile, z.B. Nuclei, Membranbruchstücke und intakte 
Zellen, wurden die Proben für 60 Sekunden bei 15,4g zentrifugiert. Der Überstand 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß transferiert, der Proteinbestimmung zugeführt 
und bis zur weiteren Verwendung bei –80°C eingefroren. 
 
Tabelle 2.4: Inhalt des hypoosmolaren Lysispuffers 
Lysispuffer K2HPO4 20mM 
 EDTA 1mM; pH 7,9 
(inhibiert Metalloproteinasen) 




(inhibiert Trypsin, Kallikrein, Chymotrypsin, Plasmin) 
 Leupeptin 0,5mg/ml 
(inhibiert Trypsin, Plasmin, Papain, Cathepsin B) 
 Pepstatin A 1µg/ml 
(inhibiert Pepsin, Cathepsin D) 
 PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) 1mM 





Proteine reduzieren gemäß der Biuret-Reaktion im alkalischen Milieu Cu2+-Ionen zu 
Cu1+-Ionen. Die entstandenen Cu1+-Ionen können mit einem Chelatbildner einen 
Farbstoffkomplex bilden, welcher photometrisch erfassbar ist. Die Extinktions-
änderung der Lösung erlaubt einen Rückschluß auf die Proteinkonzentration. 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Lösungen zur Proteinbestimmung (Firma 
BioRad) nutzen als Komplexbildner das Folin-Reagens, welches Phosphomolybdat-
Wolframat-Mischsäuren enthält, und durch Protein-Cu1+-Komplexe zu blauen 
Mischoxiden reduziert wird. Die Farbänderung kann bei einer Wellenlänge von 
560nm im polarisierten Licht erfasst werden. 
Um die Konzentration der Proben ermitteln zu können, bedarf es einer Eichkurve aus 
bekannten Proteinkonzentrationen (0,21 – 6,8 µg/ml), die zu jeder Messung als 
3fach-Bestimmung erstellt wurde. 
Die Proben unbekannter Proteinkonzentration wurden nun im Verhältnis 1:21 mit 
PBS verdünnt und in eine 96well Platte pipettiert. Die Mischung und Zugabe der 
Assay-Reagenzien erfolgte gemäß den Anweisungen des Herstellers: Lösung 1, 
bestehend aus Assay-Reagenz A und Assay Reagenz S (Verhältnis 50:1), und 
Lösung 2, bestehend aus Assay-Reagenz B, wurden nacheinander (25µl Lösung 1 
und 180 µl Lösung 2) zu je 10µl der Probenverdünnung hinzupipettiert. 
Nach dem Starten der Reaktion durch Zugabe der Reagenzien und einer 
Inkubationszeit von 15 Minuten, wurden die Extinktionen bei 560nm mit einem 
Spektralphotometer gemessen. Die Berechnung der Konzentrationen erfolgte mit der 
Photometersoftware, die über den Konzentrationskoeffizienten, der den Reziprokwert 
der Steigung der Eichgeraden darstellt, und den gemessenen Extinktionswerten, die 
Proteinkonzentrationen ermittelte. 
 
2.2.4. Vertikale Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Geladene Moleküle und Partikel wandern in einem elektrischen Gleichstromfeld 
jeweils in die Richtung der entgegengesetzt geladenen Elektrode. Die wirkenden 
Kräfte und die daraus resultierende Wanderungsgeschwindigkeit sind abhängig von 
der Molekülladung und deren Masse. Durch die Nutzung von Natriumdodecylsulfat 
(SDS) erfolgt die Auftrennung nur nach dem Molekulargewicht der Proteine in 
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Richtung der Anode. SDS, ein anionisches Detergenz, bindet mit seinem 
hydrophoben Alkylrest an die Proteine, so dass eine Maskierung der intrinsischen 
Proteinladung durch die Sulfatgruppe des SDS resultiert. Zusätzlich erfolgt ein 
Ausgleich der unterschiedlichen Molekülformen zu ähnlichen Formen, da durch die 
Aufspaltung der Wasserstoffbrückenbindungen und durch die Streckung der 
Moleküle nach der Maskierung mit SDS sowohl die Tertiär- als auch die 
Sekundärstrukturen aufgelöst werden. 
Die sogenannte „Diskelektrophorese“ (diskontinuierliche Elektrophorese) beruht auf 
der Verwendung von Polyacrylamidgelen mit unterschiedlichen Porengrößen. Die 
Nutzung eines miteinander verbundenen Sammel- und Trenngels verhindert das 
Aggregieren und Präzipitieren von Proteinen beim Passieren der Gelmatrix und 
bewirkt eine hohe Bandenschärfe. Das Sammelgel mit großen Poren ermöglicht die 
Konzentrierung der Proteine an der Sammelgel-Trenngel-Grenzschicht. Das 
Durchlaufen des Trenngels mit kleineren Poren bewirkt eine größenspezifische 
Auftrennung. 
 
Während dieser Arbeit wurden Minigele für das Gelsystem Mini-Protean II (BioRad, 
München) verwendet. 
Nach der Reinigung von 2 Glasplatten (Spacerabstand: 0,75 mm) mit Ethanol abs. 
erfolgte der Zusammenbau der Apparatur zum Gießen der Gele gemäß den 
Anweisungen des Herstellers. Die in Tabelle 2.5 aufgeführten Reagenzien wurden in 
genannter Reihenfolge zusammenpipettiert und sorgfältig gemischt. Zuerst wurde die 
Trenngellösung bis zu einer Pfeilmarkierung an den Plastikhalterungen zwischen die 
Glasplatten eingegossen und sofort mit H2Obidest überschichtet. Dadurch wird der 
Kontakt zum Luftsauerstoff, der die zur Polymerisation des Polyacrylamidgels 
notwendigen freien Radikale an der Oberfläche abfangen würde, verhindert und eine 
gerade Kante des Trenngels erzeugt. Das Sammelgel wurde 10 min später, nach 
vorheriger Abnahme des Wassers durch Filterpapier, bis zum Glasplattenoberrand 
pipettiert und durch Einsetzen eines Kunststoffkammes mit Probentaschen versehen. 
Während der Polymerisationszeit von ca. 45 Minuten wurden die Proteinproben 






Tabelle 2.5: Reagenzien für Trenngel und Sammelgel 
 
10 % Trenngel 10 ml 4 % Sammelgel 10 ml 
H2O, bidestillata 4,1 ml H2O, bidestillata 6,15 ml
30% Acrylamid /  
Bis-Acrylamid (27.5:1) 
3,3 ml 30% Acrylamid /  
Bis-Acrylamid (27.5:1) 
1,3 ml 
1,5M Tris-HCl, pH 8,8 2,5 ml 0,5M Tris-HCl, pH 6,8 2,5 ml 
20% (w/v) SDS 50 µl 20% (w/v) SDS 50 µl 
10% (w/v) Ammoniumpersulfat 50 µl 10% (w/v) Ammoniumpersulfat 50 µl 
TEMED 5 µl TEMED 10 µl 
 
 
Die zu trennenden Proben wurden entsprechend der Proteinkonzentrations-
bestimmung zu je 40µg Protein pipettiert und mit Laemmli-Probenpuffer 
(Zusammensetzung siehe Tabelle 2.6.) auf 14µl Gesamtvolumen aufgefüllt. Durch 
das im Laemmli-Puffer enthaltene Mercaptoethanol werden die Disulfidbrücken 
reduziert und damit die Ausbildung von Quartärstrukturen verhindert. Das im 
Probenpuffer enthaltene Glycerin sorgt für ein Absinken der Proteingemische beim 
Beschicken des Gels. Bromphenolblau dient als Markierung für die Position der 
Lauffront. 
Nach dem Einsetzen der Gelplatten in die Elektrophoreseapparatur und Auffüllen mit 
Laufpuffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.7) erfolgte die Bestückung der 
Geltaschen mit je 14µl Protein-Laemmli-Gemisch, wobei je eine Bahn mit einem 
Regenbogen-Marker und einem nicht-farbigen Proteinmarker beladen wurde. Diese 
wurden während der Elektrophorese nach bekannten Molekulargewichten 
aufgetrennt. 
Die Proben durchliefen das Sammelgel in 15 Minuten bei konstanten 110V, um 









Tabelle 2.6: Zusammensetzung des Laemmli-Puffers (5 x konzentriert) 
 
315 mM Tris-HCL, pH 6,8 
25% (v/v) Mercaptoethanol 
10% (w/v) SDS 
50% (v/v) Glycerin 
4% (v/v) Bromphenolblau (0,1%ig) 
 
 
Tabelle 2.7: Zusammensetzung des Laufpuffers für die Elektrophorese 
 
6 g Tris-HCL 
28,8 g Glycin 
1 g SDS 
ad 1000 ml H2O bidestillata  
 
 
2.2.5. Western-Blotting (semi-dry-Transfer der Proteine) 
 
Das Prinzip des Blotting beruht auf dem Transfer von Molekülen auf die Oberfläche 
einer immobilisierenden Membran. Dabei sind die auf der Membranoberfläche 
adsorbierten Moleküle für großmolekulare Liganden, wie in diesen Versuchen für 
Antikörper, frei zugänglich.  
Der Transfer erfolgt auf elektrophoretischem Weg in die proteinbindende Membran. 
Dabei wird ein elektrisches Feld senkrecht zur ursprünglichen Laufrichtung angelegt, 
wodurch die Proteine aus der Gelmatrix auf die Membran laufen und dort gebunden 
werden. Bei dem hier benutzten Semi-dry-blot-Verfahren werden Gel und Membran, 
sandwichartig eingerahmt von Filterpapieren, die bei der Elektrophorese als Ionen-
Reservoir dienen, zwischen die Elektroden gelegt. Methanol im Puffer dient dazu, 
das SDS aus den Protein-Detergens-Komplexen zu entfernen und die Bindung der 
SDS-freien Proteine an die Membran zu erhöhen. 
Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Sammelgel vorsichtig 
abgeschnitten und für 15 Minuten zusammen mit der Nitrocellulosemembran und den 
Filtern im Towbin-Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.8.) äquilibriert. 
Anschließend wurde ein Sandwich in nachfolgender Manier aufgebaut: Anodenseitig 
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– 3 x Filterpapier – Nitrocellulosemembran – Gel – 3 x Filterpapier – Kathodenseitig. 
Dabei ist streng darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen den einzelnen 
Schichten entstehen. Der Blotvorgang erfolgte für 60 Minuten bei 18V. Nach 
Beendigung des Blottens wurde die Membran vom Gel getrennt und anhand der 
Banden des farbigen Markers auf den zu analysierenden Bereich zugeschnitten, um 
nachfolgend Antikörper zu sparen. Abschließend wurde die Membran über Nacht in 
6% Magermilch bei 4°C gelagert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. 
 
Tabelle 2.8: Zusammensetzung Towbin-Puffer, titriert auf pH 8,3, für Semi-dry-Blot 
 
25 mM Tris-HCL 
192 mM Glycin 





Durch die Immundetektion ist es möglich, ein bestimmtes Protein qualitativ und 
quantitativ nachzuweisen. Dazu werden Antikörper benutzt, die spezifisch an  
Epitope der gesuchten Proteine binden. Durch den Einsatz von sekundären 
Antikörpern, die an Enzyme gekoppelt sind, ist es möglich, über das Fortschreiten 
der katalysierten Reaktion Aussagen über die Menge gebundener Antikörper und 
somit auch der Menge der Epitope zu treffen. 
Die verstärkte Chemilumineszenz-Immundetektion (ECL) ist eine Licht-emittierende 
nichtradioaktive Methode zur Detektion immobilisierter spezifischer Antigene, welche 
indirekt oder direkt mit einem Meerrettich-Peroxidase(HRP)-konjugierten Antikörper 
markiert sind. Das Prinzip der Chemiluminiszenz beruht auf der Anregung von 
Elektronen durch eine enzymatische Reaktion. Kehren die Elektronen nun in ihren 
Grundzustand zurück, so geben sie Energie ab, die im Bereich des sichtbaren 
Spektrums liegt. Hier wird die HRP-Wasserstoffperoxid-katalysierte Oxidation von 
Luminol (im basischen Milieu) genutzt. Die Lichtemission liegt bei 428 nm, wodurch 
eine Schwärzung eines photographischen Films erfolgt. 
Die Inkubation der Nitrocellulosemembran mit dem Primärantikörper (Verdünnung 
1:2000 in Magermilch) erfolgte für 2h bei Raumtemperatur auf dem Wipptisch. 
35 
 
Anschließend wurde die Membran für 4 mal 5 Minuten mit PBS + 0,1% Tween 20 
gewaschen und für 1h auf dem Wipptisch mit dem sekundären Antikörper 
(Verdünnung 1:20000 in Magermilch) inkubiert. Danach erfolgte für 3 mal 10 Minuten 
eine Spülung mit PBS + 0,1% Tween 20, gefolgt von einem letzten Waschschritt für 
10 Minuten in PBS. Die Membran wurde nun für 1 Minute in der ECL-Lösung 
inkubiert, kurz auf Filterpapier getrocknet und in Klarsichtfolie luftblasenfrei 
eingeschlagen. Diese wurde in der Dunkelkammer gegenüber Röntgenfilmen für 
verschiedene Zeiträume (1-30 Sekunden) exponiert. Nach der Entwicklung der Filme 
nach Standardprotokoll erfolgte die Kennzeichnung der Markerpositionen auf 
selbigen mittels eines Folienstiftes. Die erhaltenen Aufnahmen wurden mit Hilfe eines 







5x First Strand Buffer, Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA 
10x PCR Buffer II, Applied Biosystems, Foster City, USA 
Agarose, Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA 
AmpliTaq DNA Polymerase, Applied Biosystems, Foster City, USA 
Bromphenolblau, AppliChem GmbH, Darmstadt  
Chloroform, AppliChem GmbH, Darmstadt 
Diethylpyrocarbonat (DEPC), AppliChem GmbH, Darmstadt 
Dithiothreit (DTT), AppliChem GmbH, Darmstadt 
dNTP Set 100mM, Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, USA 
Ethanol, J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Ethidiumbromid, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Glycerin, Merck KGaA, Darmstadt 
IQTM SYBR Green Supermix, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kanada 
Isopropanol, J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
MgCl2 Solution, Applied Biosystems, Foster City, USA 
Natriumdodecylsulfat (SDS), AppliChem GmbH, Darmstadt 
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pd(N)6 Random Hexamer 5‘-Phosphate Primer, Amersham Pharmacia Biotech Inc., 
Piscataway, NJ, USA 
Pharmacia 100 bp Base-Pair-Ladder, 1µg/µl, Amersham Pharmacia Biotech Inc., 
Piscataway, NJ, USA 
Primer (Cx 43, GAPDH), BioTeZ Berlin-Buch GmbH, Berlin 
RNase Block, Strategene, La Jolla, California, USA 
Superscript II RNase H- Reverse Transcriptase, Invitrogen Corporation, Carlsbad, 
California, USA 
Tris (hydroxymethyl) aminomethan, AppliChem GmbH, Darmstadt 
TRIzol®, Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA 




Dokumentationssystem ChemiDoc, Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Elektrophoreskammer RunOne Electrophoresis Cell, EmbiTec, San Diego, California, 
USA 
ICycler mit MyiQTM – Detection System, Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Thermocycler PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research Inc., Watertown, 
Massachusetts, USA 
Vortexer MS2 Minishaker, IKA Works Inc, Wilmington, USA 




Um eine Verunreinigung der Proben oder Kontamination mit RNAsen zu vermeiden, 
wurde während allen Arbeitsschritten nur mit Handschuhen gearbeitet und lediglich 
sterile bzw. autoklavierte Materialien verwendet. 
 
Die Total-RNA-Isolierung aus Kulturzellen erfolgte nach der TRIzol-Methode (Gibco). 
Nach dem vollständigen Abnehmen des Mediums wurden die Zellen mit 500µl 
TRIzol, einem gebrauchsfertigen Phenol-Isothiozyanat-Gemisch, versetzt und durch 
mehrmaliges Spülen von der Kulturschale gelöst und homogenisiert. Anschließend 
wurde die Suspension in 1,5ml Gefäße überführt und zur Dissoziation der 
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Nukleoproteinkomplexe 5min bei 4°C gelagert. Nach Zugabe von 50 µl Chloroform 
wurden die Proben mit Hilfe des Vortexers kräftig geschüttelt und 5min bei 4°C 
inkubiert, anschließend zur Phasentrennung bei 8850g für 15min bei 4°C 
zentrifugiert. Durch die Zentrifugation erhält man drei Phasen: eine obere klare 
wässrige Phase mit Total-RNA, eine Protein enthaltende Interphase sowie eine 
untere rötliche Phase mit der genomischen DNA. Zur Weiterverwendung wurde die 
RNA enthaltende Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 200µl 
Isopropanol 10min bei 4°C gefällt. Es folgte die Zentrifugation der gefällten RNA bei 
8850g für 15min bei 4°C. Das Pellet wurde mit 100µl 75% Ethanol versetzt und für 
5min bei 8850g und 4°C zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde in einem 2. 
Schritt mit 100µl Ethanol abs. wiederholt, die Proben kurz luftgetrocknet und in 15µl 
autoklaviertem Diethylpyrocarbonat (DEPC) - Wasser aufgenommen. 
 
2.3.4. Konzentrationsbestimmung von RNA 
 
Die Konzentration der isolierten RNA wurde photometrisch in einem 
Spektralphotometer bestimmt. Dabei wird die Abschwächung eines Lichtstrahls 
definierter Wellenlänge durch die aromatischen Ringsysteme der Nukleinsäuren 
erfasst. Die Proben wurden in einer Verdünnung von 1:100 in einer Quarzküvette 
nach Leerwerteichung (DEPC-H2O) bei 260nm gemessen. Zur Konzentrations-
bestimmung anhand der Extinktionswerte wurde folgender Zusammenhang genutzt: 
 
Für Einzelstrang-RNA gilt:  1 OD260 entspricht: 40µg RNA 
 







Der Quotient der Extinktion bei 260nm (Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren) 








2.3.5. Reverse Transkription 
 
Die Reverse Transkriptase – Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) dient der 
Umschreibung der mRNA zur cDNA. Dabei können Oligonukleotide, wie z.B. 
Oligo(dT)-Primer, welche als Startermoleküle an den poly-(A)-Schwanz am 3’-Ende 
der RNA-Matrizen hybridisieren, oder sog. Random-Hexamers, ein Gemisch von 
Oligonukleotiden mit unterschiedlichen zufälligen Basenfolgen, als Startsequenzen 
utilisiert werden. Durch die Zugabe einer retroviralen RNA-abhängigen DNA-
Polymerase (reverse Transkriptase) wird eine komplementäre DNA-Kette (cDNA) 
synthetisiert. 
 
Die reverse Transkription wurde mit pd(N)6 Random-Primern (Amersham Pharmacia 
Biotech Inc.) und Superscript II RNase H-Reverse Transcriptase (Invitrogen 
Corporation) entsprechend den Vorgaben der Hersteller durchgeführt. 
 
1µg RNA, entsprechend der Konzentrationsbestimmung, wurde mit DEPC-H2O auf 
ein Endvolumen von 10,7µl verdünnt und mit 0,8µl Random-Primer (1,325 µg/µl) 
versetzt. Dieser Ansatz wurde für 10min bei 70°C im Thermocycler inkubiert und 
anschließend für 5min auf Eis gestellt. Die Herstellung des Mastermixes erfolgte 
entsprechend Tabelle 2.9. 
 
 
Tabelle 2.9: Mastermix für die reverse Transkription 
 
Reagenz Pro Ansatz (µl) Endkonzentration  
5x First Strand Buffer 4 1x 
0,1 M DTT 2,5 12,5 mM 
dNTP Set 100mM 1 0,5 mM 
RNase Block 0,5 20 U (pro Ansatz) 
 
Zu den 11,5µl aus RNA und Random Primer wurden nun 8µl des Mastermixes 
hinzugegeben, für 10min bei 25°C im Thermocycler inkubiert und anschließend mit 
0,5µl Superscript II RNase H (Reverse Transkriptase; 100 U pro Ansatz) versetzt. 
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Die Umschreibung erfolgte 60min bei 45°C und wurde durch die Deaktivierung der 
Reversen Transkriptase 15min bei 70°C terminiert. 
Die cDNA wurde bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert. 
 
2.3.6. Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction), 1987 von K.B. Mullis 
entwickelt, ist eine schnelle Methode, in vitro kleinste Mengen DNA enzymatisch zu 
amplifizieren. Dies geschieht durch die repetetive Durchführung von drei 
Reaktionsschritten mit verschiedenen Temperaturen: Zunächst wird bei 90°C die 
doppelsträngige DNA denaturiert. Danach wird der Ansatz auf ein primerspezifisches 
Niveau abgekühlt und zwei aus 15-25 Basen bestehende Oligonukleotide (Primer) 
zugesetzt, die der Sequenz an den 5’-Enden des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes komplementär sind. Durch die hinzugegebene DNA-Polymerase werden 
die Einzelstränge nun zum jeweiligen Doppelstrang in 5’-3’-Richtung bei 72°C 
komplementiert. Dieser Reaktionszyklus, bestehend aus Denaturierung, Anheften 
der Primer (Annealing) und Extension zu neuen Doppelsträngen (Elongation) wird 
35-40 mal wiederholt, so dass sich eine exponentielle Zunahme der amplifizierten 
DNA-Moleküle ergibt. 
 
Mittels (RT-)PCR wurde die Connexin 43-Expression auf mRNA-Ebene 
nachgewiesen und mit der Expression des „housekeeping“ Gens GAPDH (Glycerin-
Aldehyd-Phosphat-Dehydrogenase) verglichen.  
Das Primer-Design (siehe Tabelle 2.11) wurde mit Hilfe der Nukleotid-Datenbank des 
„National Center for Biotechnology Information (NCBI)“ vorgenommen. 
Zur Durchführung der PCR wurden jeweils 1µl cDNA bzw. für die Leerkontrollen 1µl 










Tabelle 2.10: Reagenzien für die Polymerasekettenreaktion 
 
Reagenz Pro Ansatz (µl) Endkonzentration  
10x PCR Buffer II 2,5 1x 
MgCl 1 1 mM 
dNTP Set 100mM 0,5 0,2 mM 
5’-Primer 0,5 0,2 µM 
3’-Primer 0,5 0,2 µM 
dest. H20 18,8  




Tabelle 2.11: Verwendete Oligonukleotid-Primer 
 
GAPDH - sense 
 - antisense 
5’ - GTC ATC ATC TCC GCC CCT TCC - 3' 
5’ - CCG CCT GCT TCA CCA CCT TCT - 3' 
Cx43 - sense 
 - antisense 
5’ - GAT GAG GAA GGA AGA GAA GC - 3' 




Alle in Tabelle 2.10 genannten Reagenzien wurden bei -20°C aufbewahrt und erst 
unmittelbar vor der Benutzung aufgetaut. Das Pipettieren des Reaktionsansatzes 
erfolgte streng auf Eis, welcher vor und nach Zugabe der cDNA gründlich 
durchmischt wurde. Auf die Abdeckung des PCR-Ansatzes mit Öltropfen als 
Verdunstungsschutz konnte verzichtet werden, da der Cycler über einen integrierten 









Tabelle 2.12: Programmablauf zur Amplifizierung von Connexin 43 
 
Denaturierung 94°C 10 min 1x 
Denaturierung 94°C 1 min  
Annealing 58°C 1min 40 x 
Elongation 72°C 1,5 min  
abschließende Elongation 72°C 10 min 1x 
bis zur Entnahme 4°C  
 
Tabelle 2.13: Programmablauf zur Amplifizierung von GAPDH 
 
Denaturierung 94°C 2 min 1x 
Denaturierung 94°C 30 s  
Annealing 59°C 30 s 40 x 
Elongation 72°C 30 s  
abschließende Elongation 72°C 10 min 1x 





Die Agarosegelelektrophorese ermöglicht es, DNA-Moleküle größenspezifisch 
aufzutrennen und anhand einer Ethidiumbromid-Fluoreszenz zu quantifizieren. Die 
Agarose bildet nach der Polymerisation ein 3-dimensionales Maschenwerk, dessen 
Porengröße von der Agarosekonzentration abhängig ist. Die Laufgeschwindigkeit der 
DNA-Moleküle wird durch die Porengröße des Gels, der angelegten Spannung, der 
Ladungsträgerdichte der Moleküle und der Molekülgröße bestimmt. Bleiben die 
ersten drei Parameter konstant, ist die Laufgeschwindigkeit direkt von der Größe der 
DNA-Fragmente abhängig. Kleinere Nukleotid-Fragmente wandern unter gleichen 
Bedingungen schneller als größere Nukleotid-Fragmente. 
 
Zur Herstellung eines 1,5% Agarosegels wurden 0,375g Agarose, 24,5ml dest. H2O 
und 0,5ml 50x TAE-Puffer (bestehend aus 242g Tris, 57ml Eisessig, 100ml 0,5M 
EDTA) gemischt und in der Mikrowelle ca. 2min erhitzt, bis eine klare und 
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luftblasenfreie Flüssigkeit entstand. Diese wurde unter ständiger Bewegung wieder 
auf ca. 50°C abgekühlt, in die Gelkammer (Firma EmbiTec, San Diego, USA) 
gegossen und ein Taschenkamm eingesetzt. Das nach ca. 30min polymerisierte Gel 
wurde nun in die mit 0,5% TAE-Puffer gefüllte Laufkammer überführt. 5µl der Proben 
wurden mit je 2µl Auftragspuffer (siehe Tabelle 2.14) gemischt und kathodenseitig in 
die Gelslots pipettiert. Zur Kontrolle der DNA-Fragmentlängen (Connexin 43: 600 
Basenpaare, GAPDH: 415 Basenpaare) wurde in jedem Gel 10µl der 
Basenpaarleiter in einer separaten Spur aufgetragen. Die Laufzeit eines Gels betrug 
ca. 30min bei 100V, wobei die negativ geladenen Nukleinsäuren zur Anode 
wanderten. Zur späteren Sichtbarmachung der Banden wurde das Gel ca. 30min auf 
einem Kipptisch in 0,05µg/ml Ethidiumbromidlösung gelagert. 
Die Dokumentation der Banden erfolgte mittels einer CCD-Kamera des ChemiDoc-
Systems der Firma Sigma unter Anregung der Fluoreszenz bei einer Wellenlänge 
von 302nm in UV B-Licht. 
 
Tabelle 2.14: DNA-Auftragspuffer 
 
Glycerol 500 µl 
50x TAE – Puffer 20 µl 
H2O, steril 260 µl 
Bromphenolblau 0,5% (läuft bei 300 BP) 100 µl 
Xylencyanol 0,5% (läuft bei 4000 BP) 100 µl 




Die quantitative real-time PCR ist eine Technik, die zu Beginn der 90er Jahre 
entwickelt wurde. Dieses Verfahren kombiniert die oben beschriebene DNA 
Amplifikation mit der Detektion des Produktes in einem einzigen Reaktionsgefäß vom 
Ansatz bis zur Auswertung. Die fluoreszenzgestützte Visualisierung des Amplikons 
ist grundsätzlich mit zwei verschiedenen Methoden möglich. Zu unterscheiden ist ein 
nichtspezifisches Detektionssystem, welches auf der Markierung des Amplikons 
durch interkalierende Farbstoffe basiert, von einem spezifischen Detektionssystem, 
das fluoreszenzmarkierte Sonden verwendet. Beide Methoden beruhen auf der 
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Tatsache, dass während der exponentiellen Phase der PCR der Anstieg der 
Fluoreszenz proportional zum Anstieg der Konzentration des Amplifikationsproduktes 
ist. Aus dieser Proportionalität ist ein Rückschluss auf die Ausgangs-DNA möglich.  
Die während des Amplifikationsprozesses emittierte Fluoreszenz wird während jedes 
PCR-Zyklus in Echtzeit gemessen und graphisch visualisiert. 
Der in dieser Arbeit verwendete fluoreszierende Farbstoff SYBR GreenTM (Bio-Rad 
Laboratories) ist ein unsymmetrischer Cyaninfarbstoff und bindet 
sequenzunspezifisch in der kleinen Furche doppelsträngiger DNA. Das gebundene 
SYBR GreenTM fluoresziiert nach Anregung mit Blaulicht bei 480nm etwa 1000mal 
stärker als der freie Farbstoff. Es besitzt ein dem reinen Fluoreszein vergleichbares 
Emissionsspektrum mit einem Maximum bei 520nm.  
Ein Nachteil der sequenzunspezifischen Bindung von SYBR GreenTM besteht in der 
Tatsache, dass nicht zwischen korrektem Produkt und Artefakten (wie z.B. 
Verunreinigungen oder Primerdimeren) unterschieden werden kann. Diesem 
Problem kann mit der Schmelzpunktanalyse entgegengewirkt werden: 
Dazu wird am Ende der PCR das Reaktionsgemisch in 1°C Schritten von 50°C auf 
95°C erhitzt und kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Der Punkt, an dem die 
doppelsträngige DNA schmilzt, ist durch einen Abfall (Peak) der Fluoreszenz 
gekennzeichnet, da der Farbstoff von der einzelsträngigen DNA dissoziiert. Bei 
optimal eingestellter und durchgeführter PCR sollte nur ein, spitz zulaufender,  
Schmelzpunkt zu erwarten sein. Das Vorliegen mehrerer Schmelzpunkte weist 
dagegen auf das Vorhandensein unterschiedlich großer Produkte hin. Die Integration 
dieser Analyse in das Protokoll der real-time PCR erhöht die Spezifität und 
ermöglicht es, ein spezifisches Produkt von Artefakten zu unterscheiden. Eine 
Quantifizierung der zu untersuchenden Ausgangs-DNA ist nur dann möglich, wenn 
es keine Artefakte gibt. 
 
Das Primer-Design ist dem der konventionellen PCR (siehe Tabelle 2.11) identisch.  








Tabelle 2.15: Reagenzien für die real-time Polymerasekettenreaktion 
 
Reagenz Pro Ansatz (µl) Endkonzentration  




dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
iTaq DNA Polymerase 
MgCl2 
Fluoreszein  














5’-Primer 0,5 0,2 µM 
3’-Primer 0,5 0,2 µM 
dest. H20 10,5  
 
Die in Tabelle 2.15 genannten Komponenten wurden auf Eis zu einem Mastermix 
pipettiert und nach gründlicher Durchmischung in Aliquots zu je 24µl aufgeteilt. Nach 
zügiger Zugabe von je 1µl cDNA wurde die PCR mit dem in Tabelle 2.16 
dargestellten Protokoll gestartet.  
 
Tabelle 2.16: Standard-Protokoll einer real-time PCR 
 




94°C 30 s 
60°C 30 s 
72°C 30 s 
 
35 x 
 95°C 1 min 1 x 
 55°C 1 min 1 x 
Schmelzpunktanalyse, 
nach jedem Zyklus wird die 
Temperatur um 0,5°C erhöht 





Die Fluoreszenzmessung erfolgte am Ende jeder Elongations-Phase und wurde in 
Echtzeit graphisch dargestellt. Die Auswertung wurde im Anschluss an die PCR mit 
dem Programm MyIQTM – Optical System Software, Version 1.0.410 (Bio-Rad 







Methanol, J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Triton X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol), AppliChem GmbH, Darmstadt 
Bovines Serum Albumin (BSA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Primärantikörper Kaninchen anti-Cx43, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Sekundärantikörper Ziege anti-Kaninchen IgG (FITC-konjugiert), Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, Steinheim 
Glycerol, Merck GmbH, Darmstadt 
Gallat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 




Die Immunzytochemie dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen in einzelnen 
Zellen, Zellkulturen und Geweben. 
Die während dieser Arbeit angewandte Methode gliedert sich in drei Schritte: Die 
Vorbehandlung der Präparate, die Inkubation mit spezifischen Antikörpern und die 
Detektion der entstandenen Antigen-Antikörper-Komplexe. Zur Detektion der 
gesuchten Proteine wurde das Verfahren der indirekten Markierung der antigenen 
Determinanten (Epitope) genutzt, welches im Vergleich zur direkten Markierung eine 




Die Kultivierung und Inkubation der Kardiomyozyten erfolgte auf mit Gelatine (1%) 
beschichteten Deckgläschen, analog den Zellkulturen für die molekularbiologischen 
und proteinbiochemischen Untersuchungen.  
Für die immunzytochemischen Analysen wurden folgende Konzentrationsstufen und 
Inkubationszeiten benutzt: 
 
Tabelle 2.17: verwendete Konzentrationsstufen und Inkubationszeiten von den 
Wachstumsfaktoren für Immunfluoreszenzaufnahmen 
 
Agens Konzentration Inkubationszeit 
bovines Insulin für Zellkulturen 0,1 µM 24 Stunden 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 100 ng/ml 3 Stunden 
Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 100 ng/ml 3 Stunden 
Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) 10 ng/ml 24 Stunden 
Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) 100 ng/ml 24 Stunden 
 
Die Fixierung der konfluenten Zellen erfolgte, nach dem Absaugen des Mediums, mit 
Methanol für 30 min bei -20°C. Im Anschluss wurde die permeabilitätssteigernde 
Wirkung von 0,1% Triton X-100 für 30 min bei Raumtemperatur genutzt. Die folgende 
Inkubation mit 0,1% Rinderserum-Albumin-Lösung (BSA) für 20 min diente zum 
Blocken unspezifischer Bindungsstellen, wie z.B. denaturierter Proteine und 
Membranreste. 
Im nächsten Schritt wurden die Präparate mit dem Primärantikörper (Kaninchen: anti-
Cx43) in einer Verdünnung von 1:500 für 2h bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschließend ein gründlicher Spülvorgang und eine erneute Inkubation mit 0,1% 
BSA-Lösung vorgenommen. Im weiteren Verlauf wurden die Präparate mit einem 
Fluorescein-Isothiocyanat(FITC)–konjugierten Sekundärantikörper (Ziege: anti-
Kaninchen) in einer Verdünnung von 1:300 bei Raumtemperatur für 1h benetzt. Nach 
einem weiteren gründlichen Spülvorgang mit 0,1% BSA-Lösung erfolgte die 
Eindeckung der Präparate mit Glycerol-Gallat, welches ein zu schnelles Ausbleichen 
des Fluoreszensfarbstoffes verhinden soll. 
Bei einer Anregungswellenlänge von 495nm emittiert FITC apfelgrünes Licht mit 
einer Wellenlänge von 515nm. Die fotographischen Aufnahmen erfolgten an einem 
hochauflösenden Fluoreszensmikroskop von Zeiss. 
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2.5. Statistische Methoden 
 
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Programme Excel und Sigma Stat 
2.03 für Windows. Für alle quantitativ erhobenen Daten wurde eine Untersuchung 
auf Normalverteilung anhand des Kolmogorow-Smirnov-Tests vorgenommen. Lag 
Normalverteilung vor, wurden Mittelwertvergleiche mittels des Student’s t-Testes 
durchgeführt. Ab einem p ≤ 0,05 wurden die Unterschiede als signifikant betrachtet. 
Die Daten, welche von der Normalverteilung abwichen, wurden anhand des Mann-
Whitney Rank Sum Tests als nichtparametrischen Test auf Unterschiede bezüglich 








3.1.1. Ergebnisse des Cx43-Proteinnachweises mittels Western Blot nach 24 
stündiger Insulin-Exposition 
 
Die Auswertung mittels Western Blot (Abbildung 3.1 und 3.2) zeigte einen 
signifikanten Anstieg von Cx43 bei einer Insulin-Konzentration von 0,1µM (155,6% 
± 23,1%; p<0,05) und 1 µM (142,9% ± 18,8%; p<0,05) gegenüber den Kontrollen. 
Dagegen ergab sich ein signifikanter Abfall von Cx43 bei einer Konzentration von 












































Abbildung 3.1:  Cx43-Proteinmenge nach Inkubation mit Insulin für 24 Stunden,  
 Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und zugehörigen Standardfehler  







































Abbildung 3.2:  Repräsentativer, mit Anti-Cx43-Antikörpern inkubierter, Western Blot auf Höhe von 
43 kD. Die Proteinproben stammen von Kardiomyozyten nach 24 stündiger 




3.1.2. Ergebnisse des Nachweises von Cx43-kodierender mRNA nach 24 
stündiger Insulin-Exposition 
 
Im Gegensatz zu den Veränderungen auf Proteinebene, konnten mittels 
Polymerasekettenreaktion keine signifikanten Änderungen der Cx43 mRNA-Menge 
nach 24 stündiger Insulin-Exposition detektiert werden (Abbildungen  3.3 und 3.4). 
So blieb die für Cx43 kodierende mRNA gegenüber den Kontrollen mit 97,1% 
(±4,5%) nach Inkubation mit 0,1µM Insulin unverändert. Weiterhin führten 
Konzentrationen von 1µM und 10µM Insulin zu keiner signifikanten Veränderung der 
Cx43 spezifischen mRNA-Menge (111,3% ±4,4% bzw. 83,2% ±9,9%) im Vergleich 
zu den Kontrollen. 
 
 












































Abbildung 3.3:  Nachweis von Cx43 kodierender mRNA nach Inkubation mit Insulin für 24 Stunden,  





Abbildung 3.4:  Repräsentative Agarose-Gel-Elektrophorese nach Amplifikation der mRNA von 







bei 600 Basenpaaren 
GAPDH 















3.2. Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) 
 
3.2.1. Ergebnisse des Cx43-Proteinnachweises mittels Western Blot nach 24 
stündiger IGF-1-Exposition 
 
Die Auswertung der Cx43-Proteinmenge mittels Western Blot zeigte bei 1ng IGF/ml 
(109,2% ±21,4%) und 10ng IGF/ml (118,9% 9,2%) noch keine signifikanten 
Unterschiede im Vergleich zu den Kontrollen. Dagegen konnte nach Exposition der 
Kardiomyozyten gegenüber 100ng IGF/ml ein signifikanter Anstieg auf 162,8% 









































Abbildung 3.5:  Cx43-Proteinmenge nach Inkubation mit IGF für 24 Stunden,  
 Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und zugehörigen Standardfehler, n=3 




































3.2.2. Ergebnisse des Nachweises von Cx43-kodierender mRNA nach 24 
stündiger IGF-1-Exposition 
 
Die Betrachtung der Cx43-spezifischen mRNA zeigte in allen drei IGF- 
Konzentrationsstufen keine Unterschiede (Abbildung 3.6). Nach Inkubation mit 
1ng/ml und 10ng/ml IGF waren keine signifikanten Veränderungen detektierbar 
(105,2% ±6% bzw. 94,5% ±9,1%). Ebenso kam es, im Unterschied zu der 
signifikanten Erhöhung der Proteinkonzentration, unter 100ng/ml IGF zu keiner 












































Abbildung 3.6:  Nachweis von Cx43 kodierender mRNA nach Inkubation mit IGF für 24 Stunden,  







3.3. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
 
3.3.1 Ergebnisse des Cx43-Proteinnachweises mittels Western Blot nach 24 
stündiger VEGF-Exposition 
 
Entgegen den Untersuchungen von Pimentel et al. (Pimentel et al. 2002) konnten 
nach 24-stündiger Inkubation mit VEGF auf Proteinebene keine signifikanten 
Veränderungen bezüglich der Cx43-Proteinmenge gegenüber den Kontrollen 
detektiert werden. So ergaben die Western Blot-Analysen (Abbildung 3.7) keine 
Änderung der Proteinmenge von Cx43 nach Inkubation mit 10ng VEGF/ml (108,3% 
±16,2%).  Die Exposition gegenüber 40ng VEGF/ml und 100ng VEGF/ml zeigte 
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Gesamtproteinmenge von 








































Abbildung 3.7:  Cx43-Proteinmenge nach Inkubation mit VEGF für 24 Stunden,  

































3.3.2. Ergebnisse des Nachweises von Cx43-kodierender mRNA nach 24 
stündiger VEGF-Exposition 
 
Ähnliche Werte ergab die Auswertung der Polymerasekettenreaktion nach 
Amplifikation der für Cx43 kodierenden mRNA (Abbildung 3.8). So zeigten sich keine 
Änderungen nach Inkubation mit 10ng VEGF/ml (102,2% ±4,0%) und 40ng VEGF/ml 
(102,6% ±8,9%). Die Exposition gegenüber 100ng VEGF/ml führte zu einer nicht 








































Abbildung 3.8:  Nachweis von Cx43 kodierender mRNA nach Inkubation mit VEGF für 24 Stunden,  
 Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und zugehörigen Standardfehler, n=3 
 
Da die von Pimentel et al. (Pimentel et al. 2002) beschriebenen Veränderungen 
innerhalb der kurzfristigen Regulation (1 Stunde) hier nach 24 Stunden nicht mehr 
nachweisbar waren, wurden noch Untersuchungen in Hinblick auf die mittelfristige 
Regulation von Cx43 angeschlossen. Hierzu wurden die Kardiomyozyten für 3 

































3.3.3. Ergebnisse des Cx43-Proteinnachweises mittels Western Blot nach 3 
stündiger VEGF-Exposition 
 
Die Proteinmenge von Cx43 änderte sich bei einer VEGF-Konzentration von 10ng/ml 
nicht (94,2% ±5,2%), wohingegen die Exposition gegenüber höheren 
Konzentrationen signifikante Anstiege zeigte. So führten 40ng VEGF/ml zu einer 
Erhöhung auf 138,8% (±8,5%; p < 0,05) und 100ng VEGF/ml zu einem Anstieg auf 







































Kontrollen VEGF 10ng/ml VEGF 40ng/ml VEGF 100ng/ml
 
Abbildung 3.9:  Cx43-Proteinmenge nach Inkubation mit VEGF für 3 Stunden,  
 Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und zugehörigen Standardfehler, n=3 





































3.3.4. Ergebnisse des Nachweises von Cx43-kodierender mRNA nach 3 
stündiger VEGF-Exposition 
  
Ähnliche Werte konnten für die Cx43-mRNA nach 3 stündiger VEGF-Inkubation 
ermittelt werden (Abbildung 3.10 und 3.11). 10ng VEGF/ml führten zu einem nicht 
signifikanten Anstieg auf 125,2% (±18,3%), wohingegen die Konzentrationsstufen 
von 40ng VEGF/ml und 100ng VEGF/ml signifikante Veränderungen auf 127,3% 












































Kontrollen VEGF 10ng/ml VEGF 40ng/ml VEGF 100ng/ml
 
Abbildung 3.10:  Nachweis von Cx43 kodierender mRNA nach Inkubation mit VEGF für 3 Stunden,  
 Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und zugehörigen Standardfehler, n=3 























Abbildung 3.11:  Repräsentative Agarose-Gel-Elektrophorese nach Amplifikation der mRNA von  
 Cx43 und GAPDH aus Kardiomyozyten nach 3 stündiger  Inkubation mit VEGF 
 
 
3.4. Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 
 
3.4.1. Ergebnisse des Cx43-Proteinnachweises mittels Western Blot nach 24 
stündiger TGF-β-Exposition 
 
Die Inkubation mit TGF-β-Konzentrationen von 1ng/ml und 10ng/ml ergaben keine 
signifikanten Veränderungen (119,9% ±20,4% bzw. 98,1% ±26,0%) im Vergleich zu 
den Kontrollen. Dagegen ließ sich bei 100ng TGF-β/ml ein signifikanter Abfall auf 






Abbildung 3.12:  Repräsentativer, mit Anti-Cx43-Antikörpern inkubierter, Western Blot auf Höhe von 
43 kD. Die Proteinproben stammen von Kardiomyozyten nach 24 stündiger 
Exposition gegenüber TGF- β. 
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Abbildung 3.13:  Cx43-Proteinmenge nach Inkubation mit TGF-β für 24 Stunden,  
 Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und zugehörigen Standardfehler, n=3 
 * signifikant bei p < 0,05 
 
 
3.4.2. Ergebnisse des Nachweises von Cx43-kodierender mRNA nach 24 
stündiger TGF-β-Exposition 
 
Die Auswertungen der Polymerasekettenreaktion nach Amplifikation der für Cx43 
kodierenden mRNA zeigte nach 24 stündiger Exposition gegenüber TGF-β keine 
signifikanten Veränderungen (Abbildung 3.14 und 3.15). So blieb die Cx43 
spezifische mRNA nach Inkubation mit 1ng TGF-β/ml unverändert (92,1% ±7,7%). 
Die Exposition gegenüber 10ng TGF-β/ml und 100ng TGF-β/ml führten ebenfalls zu 
keiner signifikanten Veränderung der Cx43 mRNA-Menge gegenüber den Kontrollen 
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Abbildung 3.14:  Nachweis von Cx43 kodierender mRNA nach Inkubation mit TGF-β für 24 Stunden,  




Abbildung 3.15:  Repräsentative Agarose-Gel-Elektrophorese nach Amplifikation der mRNA von  
 Cx43 und GAPDH aus Kardiomyozyten nach 24 stündiger Inkubation mit TGF-β. 
 Dargestellt sind Connexin 43 (obere Banden) bei 600 Basenpaaren und GAPDH  











Da auch hier der von Pimentel et al. (2002) aufgezeigte Anstieg der Cx43-
Expression, nach 1 stündiger Inkubation mit TGF-β, nach 24 Stunden nicht mehr 
nachweisbar war, wurden noch Versuche hinsichtlich mittelfristiger Veränderungen 
von Cx43 nach TGF-β-Exposition angeschlossen. Dazu erfolgte die Inkubation der 
Kardiomyozyten mit TGF-β für 3 Stunden, entsprechend ca. 2 Halbwertszeiten von 
Cx43.  
 
3.4.3. Ergebnisse des Cx43-Proteinnachweises mittels Western Blot nach 3 
stündiger TGF-β-Exposition 
 
Die Cx43-Proteinmenge zeigte keine signifikanten Veränderungen nach Inkubation 
mit 1ng TGF-β/ml und 10ng TGF-β/ml (81,4% ±9,7% bzw. 90,8% ±14,0%), wogegen 
nach Exposition gegenüber 100ng TGF-β/ml ein signifikanter Anstieg auf 135% 
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Abbildung 3.16:  Cx43-Proteinmenge nach Inkubation mit TGF-β für 3 Stunden,  
 Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und zugehörigen Standardfehler, n=3 
































3.4.4. Ergebnisse des Nachweises von Cx43-kodierender mRNA nach 3 
stündiger TGF-β-Exposition 
 
Während die 3 stündige Exposition der Kardiomyozyten gegenüber 1ng TGF-β/ml zu 
keiner Veränderung in der für Cx43 kodierenden mRNA-Menge führte (106%; 
±6,0%), zeigten sich nach Inkubation mit 10ng TGF-β/ml (Anstieg auf 124,7%; ±7,6% 
p<0,05)  und 100ng TGF-β/ml (Anstieg auf 171,4% ±24,0%; p<0,05) signifikante 
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Abbildung 3.17:  Nachweis von Cx43 kodierender mRNA nach Inkubation mit TGF-β für 3 Stunden,  
 Darstellung der jeweiligen Mittelwerte und zugehörigen Standardfehler, n=3 








3.5. Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) 
 
3.5.1 Ergebnisse des Cx43-Proteinnachweises mittels Western Blot nach 24 
stündiger FGF-2-Exposition 
 
Nach Inkubation für 24 Stunden mit FGF-2 zeigten sich keine signifikanten 
Veränderungen in der Cx43-Proteinmenge (Abbildung 3.18). So führten FGF-2-
Konzentrationen von 0,1ng/ml und 1ng/ml zu keinen Änderungen der Cx43-
Proteinmenge (113,6% ±13,2% bzw. 100,2% ±10,5%). Unter Exposition der 
Kardiomyozyten gegenüber 10ng FGF-2/ml zeigten sich ebenfalls keine signifikanten 








































Abbildung 3.18:  Cx43-Proteinmenge nach Inkubation mit FGF-2 für 24 Stunden,  


































3.5.2. Ergebnisse des Nachweises von Cx43-kodierender mRNA nach 24 
stündiger FGF-Exposition 
 
Auch durch Amplifikation der Cx43-kodierenden mRNA mittels 
Polymerasekettenreaktion ließen sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich 
zu den Kontrollen feststellen. Nach Inkubation mit 0,1ng FGF-2/ml und 1ng FGF-2/ml 
blieb die mRNA-Menge unverändert (116% ±9,2% bzw. 101,8% ±6,9%). Die 
Exposition der Kardiomyozyten gegenüber 10ng FGF-2/ml führte ebenfalls zu keinen 










































Kontrollen FGF 0,1ng/ml FGF 1ng/ml FGF 10ng/ml
 
Abbildung 3.19:  Nachweis von Cx43 kodierender mRNA nach Inkubation mit FGF-2 für 24 Stunden,  









Um die bisher dargestellten Ergebnisse zu verifizieren und einen möglichen Einfluss 
von Insulin, IGF-1, VEGF, TGF-β oder FGF-2 auf die membranäre Verteilung des 
Connexins 43 aufzudecken, wurden je 2 Versuchsreihen mit Hilfe eines 
Fluoreszenzfarbstoffes analysiert. Die Kultivierung und Inkubation erfolgte analog 
den Zellkulturen für die molekularbiologischen und proteinbiochemischen 
Untersuchungen. 
Aufnahmen von unbehandelten Zellen als Kontrolle zeigten eine vornehmliche Cx43-




Abbildung 3.20:  Immunfluoreszenzaufnahme (400-fache Vergrößerung) von unbehandelten
 Kardiomyozyten, die mit FITC-markierten Antikörpern inkubiert wurden. 
 Das membranäre Connexin 43 stellt sich als punktförmiges Signal dar, wobei 
 zwischen interzellulären Kontakten (   ) und isoliert-membranärem Cx43 (   )
 unterschieden werden muss. Flächige Aufhellungen beruhen auf unspezifischen
 Bindungen der Antikörper und zum Teil zytosolisch lokalisiertem Cx43 (     ). 









Abbildung 3.21:  Immunfluoreszenzaufnahme (1000-fache Vergrößerung) von unbehandelten
 Kardiomyozyten, die mit FITC-markierten Antikörpern inkubiert wurden. 
 Das membranäre Connexin 43 stellt sich als punktförmiges Signal dar, wobei 
 zwischen interzellulären Kontakten (   ) und isoliert-membranären Cx43 (   )
 unterschieden werden muss. Flächige Aufhellungen beruhen auf unspezifischen
 Bindungen der Antikörper und zum Teil zytosolisch lokalisiertem Cx43 (     ). 
 Deutlich zu erkennen ist die Häufung der Signale an den interzellulären 
 Kontaktflächen. 
 
Aufnahmen von mit 0,1µM Insulin oder IGF-1 inkubierten Zellen zeigten lediglich eine 
leichte Zunahme von membranärem Connexin 43 an den interzellulären 
Kontaktflächen.  
Bei FGF-2 konnte eine dezente Zunahme des isoliert-membranären Cx43 festgestellt 













Abbildung 3.22:  Immunfluoreszenzaufnahme (1000-fache Vergrößerung) von mit 10ng FGF-2/ml 
behandelten Kardiomyozyten, die mit FITC-markierten Antikörpern inkubiert 
wurden. 
Zu erkennen ist eine dezente Zunahme des isoliert-membranären Cx43 (    )  an 




Die Inkubation mit 100ng VEGF/ml und 100ng TGF-β/ml für 3 Stunden zeigte eine 
deutliche Zunahme der Connexin 43 Proteinmenge in den Zellmembranen 








Abbildung 3.23:  Immunfluoreszenzaufnahme (400-fache Vergrößerung) von mit 100ng VEGF/ml für 
3 Stunden behandelten Kardiomyozyten. Es zeigt sich eine deutliche Zunahme der 
membranären Cx43-Menge im Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 3.20). 
 
 
Abbildung 3.24:  Immunfluoreszenzaufnahme (400-fache Vergrößerung) von mit 100ng TGF-β/ml für 
3 Stunden behandelten Kardiomyozyten. Auch hier ist eine deutliche Zunahme der 




3.7 Betrachtung des Einflusses von Insulin, IGF-1, VEGF, TGF-β und FGF-2 auf 
die Expression von Connexin 40 und Connexin 45 
 
Um den Einfluss auf die Ausprägung von Cx40 und Cx45 in Kardiomyozyten nach 
Exposition gegenüber Insulin, IGF-1, VEGF, TGF-β und FGF-2 zu untersuchen, 
wurden Western-Blot- und PCR-Versuche, analog den Cx-43-Analysen,  
angeschlossen. 
  
Sowohl bei Cx40 als auch bei Cx45 ließen sich, aufgrund ihrer physiologisch 
geringen Ausprägung in Ventrikelkardiomyozyten, die Proteine und mRNA nur 
schwer detektieren. Der Proteinnachweis mittels Western Blot gelang nur nach 
langer Exposition (60 Minuten bis 24 Stunden) der Röntgenfilme gegenüber der 
Blotmembran. Die so entstandenen Banden unterschieden sich in ihrer Intensität 
nicht signifikant (Abbildungen 3.25, 3.26 und 3.27). 







Abbildung 3.25:  Repräsentativer, mit Anti-Cx40-Antikörpern inkubierter Western Blot auf Höhe 
von 40 kD. Die Proteinproben stammen von Kardiomyozyten nach 24 stündiger 





Abbildung 3.26:  Repräsentativer, mit Anti-Cx40-Antikörpern inkubierter Western Blot auf Höhe 
von 40 kD. Die Proteinproben stammen von Kardiomyozyten nach 24 stündiger 
Exposition gegenüber VEGF. 
 
 
         Kontrollen                     Insulin 0,1µM                   Insulin 1µM                   Insulin 10µM 








Abbildung 3.27:  Repräsentativer, mit Anti-Cx45-Antikörpern inkubierter Western Blot auf Höhe von 
45 kD. Die Proteinproben stammen von Kardiomyozyten nach 24 stündiger 

























In der hier vorgelegten Arbeit sollte die langfristige Regulation von Connexin 43 
neonataler ventrikulärer Rattenkardiomyozyten nach Inkubation mit Insulin und den 
Wachstumsfaktoren IGF-1, VEGF, TGF-β und FGF-2 untersucht werden. Dabei 
stand insbesondere die Connexin 43 Proteinmenge und die mRNA-Expression im 
Vordergrund. Des Weiteren sollte die Induzierbarkeit der Connexine 40 und 45 durch 
langfristige Stimulation durch Insulin und die oben genannten Wachstumsfaktoren 
überprüft werden. 
Über die Expression, Degradation und Phosphorylierung von Connexinen kann die 
interzelluläre Kommunikation gesteuert werden. Diese regulativen Mechanismen 
waren bereits Bestandteil zahlreicher Untersuchungen, dennoch sind die komplexen 
Vorgänge bisher nicht alle vollumfänglich verstanden (Michela et al. 2015).  
Im Rahmen von akuten oder chronischen Erkrankungen kommt es vielfach zur 
Ausschüttung von Insulin und verschiedenen Wachstumsfaktoren. Die Insulin-
Resistenz als eine zentrale Komponente in der Genese des metabolischen 
Syndroms führt zu einer anhaltend erhöhten Insulinausschüttung mit konsekutiven 
Änderungen der interzellulären Kommunikation im kardiovaskulären System (Bian et 
al. 2015b; Ferdinandy et al. 2007). Im Zusammenhang mit myokardialen Ischämien 
wurde die Produktion der Wachstumsfaktoren IGF-1 (Troncoso et al. 2014), VEGF 
(Cheng et al. 2016), TGF-β (Frangogiannis 2015) und FGF-2 (Santiago et al. 2014) 
bereits umfangreich beschrieben. Auch an der Genese von Kardiomyopathien sind 
diese Wachstumsfaktoren beteiligt (Li et al. 1997b; Koshman et al. 2013). Bei der 
Entstehung des Vorhofflimmerns wurden Modifikationen der Connexin 43 Expression 
und Lokalisation der Gap Junctions mit den Wachstumsfaktoren VEGF und TGF-β 
assoziiert (Scridon et al. 2012; Hu et al. 2015). Des Weiteren kommt es im Rahmen 
von systemischen Reaktion, wie zum Beispiel im Zuge einer Sepsis, zur 
Ausschüttung von Wachstumsfaktoren (Bateman et al. 2007). 
 
Als Versuchsmodell wurden Zellkulturen von neonatalen ventrikulären, 24-36 
Stunden alten, Rattenkardiomyozyten verwendet, die ein allgemein akzeptiertes und 
häufig genutztes Modell zur Untersuchung von Gap Junctions und Connexin 43-
Proteine sind (Yasui et al. 2000; Pimentel et al. 2002). Kwak et al. (1999) 
beschrieben, dass kultivierte Rattenkardiomyozyten die typischen Eigenschaften des 
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nativen neonatalen Ventrikels der Ratte nachbilden und insbesondere die 
Zusammensetzung der Gap Junctions im Hinblick auf die Connexin-Isoformen 
erhalten bleibt. Aus diesem Grund eignet sich dieses Versuchsmodell, um sowohl 
kurz- als auch langfristige regulative Einflüsse auf die Connexin-Expression und Gap 
Junction Funktion zu untersuchen. 
Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von 90 Minuten (Berthoud et al. 2004) und des 
damit verbundenen mehrfachen kompletten Austausches des Connexins 43 
innerhalb von 24 Stunden, wurde diese Zeitspanne zur Untersuchung der 
chronischen Regulation dieser Proteine gewählt. 
Der Nachweis der Connexine 40, 43 und 45 mittels Western Blot als indirekte 
immunologische Methode wurde mit monoklonalen Antikörpern durchgeführt. Dabei 
konnte Connexin 43 in allen Versuchsreihen mit deutlichem Signal detektiert werden. 
Connexin 40 und 45 war bei den üblichen Belichtungszeiten jedoch nicht 
nachweisbar, so dass eine prolongierte Exposition der Röntgenfilme gegenüber den 
Blotmembranen notwendig wurde. Dies ist auf die nur geringe Expression der 
Connexine 40 und 45 im ventrikulären Arbeitsmyokard zurückzuführen. Die in älteren 
Untersuchungen beschriebenen Nachweise von Connexin 45 im ventrikulären 
Myokard beruhten am ehesten auf einer Kreuzreaktivität mit den Epitopen von 
Connexin 43. Dies war insbesondere der Fall, wenn die Antikörper gegen die 
Aminosäuren-Sequenz 285-298 gerichtet waren. Neuere primäre Antikörper, welche 
sich gegen die Aminosäuren-Sequenz 259-396 richten, weisen diese Kreuzreaktivität 
nicht mehr auf und eignen sich dadurch besser zum selektiven Nachweis von 
Connexin 45 (van Veen et al. 2000). 
 
4.1. Chronische Regulation des Connexins 43 durch Insulin und Insulin-like 
Growth Factor-1 (IGF-1) 
 
Insulin, ein wichtiger Regulator der Glukosehomöostase bei Menschen und 
Wirbeltieren (Patti und Kahn 1998), spielt eine wesentliche Rolle in der Regulation 
zellulärer Prozesse von Kardiomyozyten. Bisher wurden zahlreiche Untersuchungen 
bezüglich der Insulinwirkung auf verschiedene intrazelluläre Prozesse durchgeführt. 
So beschrieben Flaim et al. (1983) eine Glucose-unabhängige Steigerung der 
Proteinsynthese durch Insulin bei Rattenherzen. Ren et al. (2000) zeigten einen 
positiv inotropen Effekt von Insulin auf Rattenkardiomyozyten. Des Weiteren konnten 
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Aikawa  et al. (2000) einen über die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase vermittelten 
antiapoptotischen Effekt von Insulin bei oxidativem Stress nachweisen. Belke et al. 
(2002) wiesen dem Insulinsignalweg eine Schlüsselrolle in der Regulation der 
Kardiomyozytengröße, Expression von Myosinisoformen und der intrazellulären 
Substratutilisation zu. 
Im Gegensatz dazu ist jedoch relativ wenig über die Auswirkung von Insulin auf die 
Expression und Degradation von Connexin 43 bekannt. In der hier vorliegenden 
Arbeit sollte der chronische Einfluss von Insulin auf die Connexin 43 spezifische 
mRNA sowie Connexin 43 Proteingesamtmenge untersucht werden.  
Dabei konnte ein gegensätzlicher Effekt in Bezug auf die Cx43 Proteinmenge durch 
unterschiedlich hohe Insulinkonzentrationen bei chronischer Exposition aufgezeigt 
werden. Eine ähnliche Tendenz konnten Aikawa et al. (2000) bei der Aktivierung der 
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) durch Insulin dokumentieren. Hier war die 
Aktivität der PI3K nach Inkubation mit 1µmol/l Insulin höher als nach Exposition der 
Zellen gegebenüber 10µmol/l Insulin. Einen PI3K-vermittelten Anstieg der Connexin 
43 Proteinmenge und -Phosphorylierung konnten Bian et al. (2015a) kürzlich 
nachweisen. In Anbetracht dessen kann angenommen werden, dass der hier 
gezeigte Einfluss der Insulinwirkung auf das Connexin 43 zumindest zum Teil über 
die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase vermittelt wird. 
Übereinstimmend mit den Ergebnissen von Wang et al. (2000) konnte auch in dieser 
Arbeit im Hinblick auf die Cx43 Transkription kein Effekt von 10µmol/l Insulin auf die 
Connexin 43 mRNA-Menge festgestellt werden. Dies legt eine Regulation des 
Connexins 43 auf Proteinebene durch Stabilisierung oder Degradation nahe. 
Allgemein akzeptiert ist die Aktivierung der „mitogen-activated protein“-Kinase 
(MAPK) durch Insulin und den damit verbundenen Reiz zur Zellteilung (Blakesley et 
al. 1996; Saltiel und Kahn 2001; Armato et al. 1978).  
In zahlreichen Untersuchungen konnten de Meyts et al. (1994) differente Effekte von 
Insulin in unterschiedlichen Konzentrationen nachweisen. So scheint bei niedrigen 
(0,01 nM – 1nM) und sehr hohen (10µM-100µM) Insulinkonzentrationen die Bindung 
am Insulin-Rezeptor deutlich stärker zu sein, als bei mittleren (10nM – 1 µM) 
Konzentrationen. Des Weiteren dokumentierten die Autoren einen deutlich höheren 
mitotischen Effekt bei starker bivalenter Bindung des Insulins. Dies lässt die 
Schlussfolgerung zu, dass die Auslösung metabolischer oder mitotischer Effekte 
durch Insulin, zumindest teilweise, konzentrationsabhängig ist.  
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De Meyts et al. (1995) beschrieben zudem wenig später eine signifikante Aktivierung 
des IGF-Rezeptors durch Insulin in der Konzentrationsstufe von 10µmol/l. Dieser 
Effekt war bei 0,1µmol/l Insulin nicht und bei 1µmol/l Insulin nur schwach 
nachweisbar. Interessant dabei ist die Annahme, dass der IGF-Rezeptor eine höhere 
mitotische Aktivität als der Insulin-Rezeptor besitzt (Blakesley et al. 1996). Dies lässt 
schlussfolgern, dass zumindest ein Teil der mitotischen Stimulation durch Insulin in 
hohen Konzentrationen über den IGF-Rezeptor vermittelt wird. 
Homma et al. (1998) beschäftigten sich mit dem Einfluss von Insulin auf die 
Phosphorylierung von Connexin 43 sowie Änderungen der Leitfähigkeit von Gap 
Junctions in Oocyten von Fröschen. Sie konnten eine signifikante Abnahme der Gap 
Junction Leitfähigkeit nach Inkubation der Zellen mit 10µmol/l Insulin nachweisen. In 
weiterführenden Versuchen stellte sich eine Phosphorylierung im Bereich der 
Aminosäuren 261 bis 280 als ursächlich heraus. Eine Übertragbarkeit dieser 
Ergebnisse in das System von Säugetieren erscheint aufgrund der mannigfaltigen 
Unterschiede in den Signalkaskaden und zellulären Enzymaktivitäten jedoch 
fragwürdig. 
Warn-Cramer et al. (Warn-Cramer et al. 1996) konnten eine phosphorylierende 
Aktivität durch die MAPK an den Stellen Ser255, Ser279 und Ser282 bei Connexin 
43 in Epithelzellen der Rattenleber dokumentieren. Des Weiteren ist die Aktivierung 
der p34cdc2-Kinase mit konsekutiver Phosphorylierung des Connexins 43 an Ser255 
bei mitotischen Zellen beschrieben (Lampe et al. 1998). Die Autoren stellten, wie 
auch schon Xie et al. (1997), darüber hinaus eine Umverteilung des so 
phosphorylierten Connexin 43 von membranär nach intrazelluär fest. Ein Großteil des 
intrazellulären Connexins ist in Form von sogenannten „ringförmigen Verbindungen“ 
(„annular junctions“) organisiert (Jordan et al. 2001). Es besteht Einigkeit darüber, 
dass zumindest ein Teil des in „annular junctions“ befindlichen Connexins vermehrt 
degradiert und damit abgebaut wird (Lampe et al. 1998; Jordan et al. 2001). 
In Zusammenschau der hier vorliegenden Ergebnisse und der verfügbaren Literatur 
lassen sich die Ergebnisse am ehesten durch die unterschiedlichen 
konzentrationsabhängigen Effekte der Insulin-Rezeptor-Aktivierung erklären. Bei 
0,1µmol/l und 1µmol/l Insulin scheint der metabolische Effekt mit Aufrechterhaltung 
der Zell-Zell-Kommunikation im Vordergrund zu stehen. Die genauen biochemischen 
und molekularen Mechanismen in Bezug auf Connexin 43 sind noch nicht 
ausreichend geklärt und bedürfen weitergehender Untersuchungen. Bei der 
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Konzentrationsstufe von 10µmol/l Insulin ist am ehesten von einem anhaltenden 
mitotischen Anreiz auszugehen, der zum Teil über den IGF-Rezeptor vermittelt wird. 
Dies erklärt die vermehrte Degradation des Connexin 43 Proteins bei unveränderter 
Cx43 mRNA-Menge. 
Frühere Untersuchungen zum Einfluss von IGF (hier in Hasenlinsen) konnten eine 
Proteinkinase-Cɣ vermittelte Phosphorylierung des Connexins 43 detektieren (Lin et 
al. 2003a). Der Effekt war trotz anhaltender Stimulation mit 25ng/ml IGF jedoch nur 
kurz nachweisbar, so dass nach 45 Minuten bereits wieder Ausgangswerte erreicht 
wurden und die Autoren zunächst nur einen transienten Einfluss des IGF 
postulierten. Auffällig waren eine deutliche Abnahme des membranständigen Cx43 
und der Gap Junction Aktivität. Passend zum Konzept der Insulineffekte kam es 
dabei zu einer Umverlagerung der Connexine im Sinne einer Internalisierung und 
nicht zu einer Degradation der Proteine (Lin et al. 2003b).  
Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse lassen eine Langzeitreaktion auf 
zumindest anhaltend hohe IGF-1-Spiegel vermuten. Kongruent dazu wurde in der 
Immunfluoreszensmikroskopie eine dezente Zunahme der interzellulären  
Connexin 43-Proteinmenge nach Stimulation mit 100ng/ml IGF-1 detektiert. 
Mehrere Arbeiten zeigten ebenfalls einen längerfristigen protektiven Einfluss des IGF 
hinsichtlich einer myokardialen Apoptose und eine Verbesserung der myokardialen 
Funktion (Buerke et al. 1995; Li et al. 1997a; Lee et al. 1999). 
Eine Änderung der Connexin 43 kodierenden mRNA war jedoch bei allen 3 
Konzentrationsstufen nach 24 Stunden nicht (mehr) nachweisbar und unterstützt die 
bisherige Annahme der Regulation auf Proteinebene durch Phosphorylierung und 
den damit verbunden Einfluss auf den Abbau der Connexine. Xie et al. (1997) 
konnten in der Mitosephase von vaskulären Endothelzellen eine Translokation der 
Connexine von den wandständigen Zell-Zell-Kontakten nach intrazellulär 
beobachten. Dieser Vorgang war nach Abschluss der Mitose reversibel, indem eine 
Reutilisation der Connexine ohne Proteinneusynthese stattfand.  
In jüngeren Arbeiten wurde der Einsatz von IGF-1 zur Therapie ischämischer 
Kardiomyopathien untersucht. Dabei führte die Überexpression von IGF-1 in 
Stammzellen (Li et al. 2014) und Skelettmuskelzellen (Konoplyannikov et al. 2013) zu 
einer deutlich vermehrten Bildung von Connexin 43 und zu einer gesteigerten 
interzellulären Kommunikation zwischen den Kardiomyozyten und den zur 
myokardialen Reparatur eingebrachten „Gastzellen“. Dies unterstützt die in dieser 
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Arbeit nachgewiesene gesteigerte Cx43 Proteinmenge unter chronischer IGF-1 
Stimulation und unterstreicht die Bedeutung des Insulin-like Growth Factor-1 in der 
langfristigen Regulation der Ausbildung interzellulärer Gap Junctions. 
Jia et al. (2007) konnten eine mittelfristige Regulation der Connexin 43 spezifischen 
mRNA an glatten Muskelzellen der Vena saphena durch IGF feststellen. Ein nach 3 
Stunden detektierbarer Anstieg der Cx43 mRNA war nach 24stündiger Inkubation 
nicht mehr nachweisbar. Diesbezügliche Untersuchungen an neonatalen 
Kardiomyozyten liegen leider bisher noch nicht vor. 
Zusammenfassend muss von einer längerfristigen Regulation resp. Stimulation der 
Connexin 43 Proteinmenge durch persistierend hohe IGF-1-Spiegel ausgegangen 
werden, ohne jedoch anhaltenden Effekt auf die diesbezüglich spezifische mRNA zu 
entfalten. In Zusammenschau der bisher publizierten Literatur und dieser Ergebnisse 
spielt dabei die verminderte Degradation der Connexine mutmaßlich eine 
entscheidende Rolle. 
 
4.2. Chronische und mittelfristige Regulation des Connexins 43 durch Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF) 
 
Der „vascular endothelial growth factor“ (VEGF) ist ein homodimeres heparin-
bindendes Glykoprotein (Leung et al. 1989), welches unter anderem in vivo und in 
vitro als potenter mitogener Faktor die Teilung endothelialer Zellen stimuliert 
(Connolly et al. 1989). Seko et al. (1999) gelang die Dokumentation einer kardialen 
VEGF-Sekretion unter mechanischer Dehnung von neonatalen 
Rattenkardiomyozyten. Weiterführende Untersuchungen unterstrichen den 
Stellenwert einer intakten autokrinen und parakrinen VEGF-Stimulation zur 
Aufrechterhaltung der kardialen Funktion.  
Die Kurzzeitregulation von Cx43 nach VEGF-Exposition wurde bereits von Pimentel 
et al. (2002) aufgearbeitet. Dabei kam es zu einem signifikanten Anstieg der Cx43-
Expression nach  einstündiger VEGF-Exposition (1-500 ng/ml) mit einem Maximum 
bei 100ng/ml. Über die Regulation von Cx43-Protein und Cx43-spezifischer mRNA 
nach längerer Inkubation kardialer Myozyten mit VEGF ist bisher nichts bekannt und 
wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Während nach 24stündiger Exposition 
gegenüber VEGF keine Unterschiede der Cx43 Protein- und mRNA-Menge 
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nachweisbar waren, konnten nach mittelfristiger Stimulation (3 Stunden) signifikante 
Elevationen dieser Parameter detektiert werden. 
Diese Ergebnisse stimmen mit den in der Literatur gemachten Angaben überein. 
Mehrere Arbeitsgruppen belegten eine VEGF-abhängige Steigerung der Cx43-
Proteinmenge unter pulsatiler Dehnung bei neonatalen Rattenkardiomyozyten nach 
einer Stunde (Pimentel et al. 2002; Yamada et al. 2005). Der beschriebene 
dehnungsinduzierte Anstieg des Cx43-Proteins war durch Anti-VEGF-Antikörper in 
diesen Zellkulturen hemmbar. Untersuchungen von Wang et al. (2000) konnten 
ebenfalls eine dehnungsabhängige Steigerung der Cx43-Protein- und -mRNA-Menge 
bei Rattenkardiomyozyten nachweisen. Hierbei zeigte sich schon 30 Minuten nach 
Initiierung der Dehnung ein signifikanter Anstieg der Cx43-spezifischen mRNA-
Menge mit einem Maximum bei zwei Stunden. Nach vier Stunden pulsatiler Dehnung 
erreichten die mRNA-Werte jedoch wieder Ausgangsniveau. Kontrastierend dazu 
konnte in derselben Arbeit ein verzögerter Anstieg der Cx43-Proteinmenge nach vier 
Stunden dokumentiert werden. Das Maximum wurde nach sechs Stunden erreicht, 
wobei diese Proteinkonzentrationen über weitere 12 Stunden detektierbar waren 
(Wang et al. 2000). Dieser Nachweis einer anhaltend gesteigerten Cx-43-
Proteinmenge nach nur transienter Erhöhung der spezifischen mRNA legt eine 
Protein-stabilisierende Komponente der Dehnung bei neonatalen 
Rattenkardiomyozyten nahe. Weiterführende Untersuchungen von Zhuang et al. 
(2000) konnten eine gleichbleibend hohe Cx43-Proteinkonzentration nach 24 
Stunden Relaxation unter vorheriger 6stündiger pulsatiler Dehnung von neonatalen 
Rattenkardiomyozyten aufzeigen. Die oben beschriebene Proteinstabilisierung 
scheint demnach weit über den Zeitraum der Dehnung anzuhalten. 
Iyer et al. (2012) publizierten einen interessanten experimentellen Ansatz zur 
Untersuchung des Einflusses von Wachstumsfaktoren auf Kardiomyozyten. Bisherige 
Zellkulturen neonataler Kardiomyozyten bestehen zumeist aus Monolayern des 
Kardiomyozytenverbandes und spiegeln nicht die Komplexität und die zelluläre 
Interaktionsfähigkeit des Organes „Herz“ wider. Um diese Limitationen zu reduzieren, 
modulierten die Autoren durch sequenzielle Kultivierung von endothelialen Zellen, 
Fibroblasten und neonatalen Kardiomyozyten der Ratte in Mikrokanälen sogenannte 
„kardiale Organoide“. Neben der Analyse parakriner VEGF-Effekte untersuchten Iyer 
et al. den Zeitpunkt des maximalen Anstieges der Connexin 43-mRNA unter 
unlimitierter VEGF-Stimulation (800ng/ml). Dabei wurden die höchsten mRNA-Level 
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60 Minuten nach Beginn der Exposition gegenüber VEGF gemessen. Im weiteren 
Verlauf nahm die Connexin 43-spezifische mRNA-Menge ab, um nach 4-12 Stunden 
wieder Ausgangswerte zu erreichen.  
In Zusammenschau der hier vorliegenden Ergebnisse und der Literatur lässt sich 
eine VEGF-abhängige Steigerung der Cx43-mRNA und -Proteinmenge kurz- und 
mittelfristig aufzeigen. Der fehlende Nachweis einer erhöhten Cx43-spezifischen 
Proteinkonzentration nach 24 Stunden lässt sich am ehesten auf die fehlenden, 
durch Dehnung induzierbaren, Connexin 43 Protein-stabilisierenden Effekte 
zurückführen. Welche Mechanismen dieser stabilisierenden Wirkung zugrunde 
liegen, ist bisher nicht geklärt und bedarf weiterer Untersuchungen. 
 
 
4.3. Chronische und mittelfristige Regulation des Connexins 43 durch 
Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 
 
Der „transforming growth factor-beta“ (TGF-β) ist ein lokal generiertes respektive 
sezerniertes Zytokin, welches als eines der Hauptmediatoren der Gewebsfibrose 
angesehen wird (Border und Noble 1994). Physiologische TGF-β-Spiegel sind zur 
Aufrechterhaltung der Homöostase in den Organen und Geweben essentiell, 
während experimentelle Studien und Modelle einen Zusammenhang zwischen 
gesteigerter TGF-β-Expression und der Entwicklung kardialer Hypertrophie sowie 
kardialer Fibrose nachwiesen (Tabibzadeh 2002).  So konnten Rosenkranz et al. 
(2002) sowohl die Ausbildung einer interstitiellen Fibrose als auch ein 
hypertrophisches Wachstum von Kardiomyozyten, verursacht durch eine 
Überexpression von TGF-β, anhand transgener Mäuse belegen.  
Die Arbeitsgruppe um Schröder konnte in weiteren Versuchen die Induzierbarkeit von 
Apoptose bei Kardiomyozyten durch TGF-β dokumentieren (Schroder et al. 2006). 
Dies unterstützte die Annahme von Schneiders et al. (2005), welche TGF-β einen 
proapoptotischen Stimulus bei Kardiomyozyten zuwies.  
Untersuchungen hinsichtlich der Einflüsse von TGF-β auf die Connexin 43-mRNA 
und -Proteinmenge bei Kardiomyozyten sind jedoch begrenzt. Bisher wurde die 
kurzfristige Regulation von Cx43 nach TGF-β-Exposition untersucht. Dabei zeigte 
sich eine deutliche Steigerung der Cx43-spezifischen mRNA und Proteinmenge nach 
einstündiger Inkubation mit TGF-β. Außerdem konnte die Beteiligung des TGF-β an 
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der autokrinen Regulation von Cx43 durch VEGF nachgewiesen werden (Pimentel et 
al. 2002).  
Um die langfristigen Auswirkungen von TGF-β auf die Cx43-Regulation zu 
untersuchen, wurden die Kardiomyozyten im Rahmen dieser Arbeit 24 Stunden 
gegenüber TGF-β in den Konzentrationsstufen 1ng TGF-β/ml, 10ng TGF-β/ml und 
100ng TGF-β/ml exponiert. Die Abnahme der Cx43 Proteinmenge nach Inkubation 
mit 100ng TGF-β/ml bei gleichbleibend spezifischer mRNA-Menge lässt sich am 
ehesten durch eine vermehrte Protein-Degradation des Cx43 erklären. Matsumoto-
Ida et al. (2006) konnten die Aktivierung einer MAP-Kinase durch TGF-β aufzeigen. 
Bereits 1996 wurde die Phosphorylierung von Cx43-Proteinen an den Stellen S255, 
S279 und S282 durch MAP-Kinasen beschrieben (Warn-Cramer et al. 1996). 
Allgemein akzeptiert ist die Erkenntnis einer möglichen gesteigerten Cx43-
Degradation nach Phosphorylierung. Bereits 1991 legten Laird et al. die Vermutung 
nahe, dass die Halbwertszeit von Connexin 43 und den Gap Junctions bei 
kultivierten Rattenkardiomyozyten vom Phosphorylierungsstatus der Connexine 
abhängig ist (Laird et al. 1991). Ob es dabei jedoch zu einem lysosomalen Abbau 
oder einer proteosomalen Degradation kommt, ist bisher nicht endgültig geklärt (Laird 
2005). Larson et al. (2001) konnten nach TGF-β-Exposition eine gesteigerte 
Ansammlung von Cx43-Proteinen in lysosomalen Kompartimenten nachweisen. 
Dabei schienen die Connexine direkt vom Golgi-Apparat der Degradation zugeführt 
worden zu sein, ohne jemals die Zellmembran zu erreichen. Diese Versuche wurden 
jedoch an bovinen Endothelzellen durchgeführt und sollten in Anbetracht der vielen 
verschiedenen Resultate und Auswirkungen auf die Connexin-Expression und 
Degradation in verschiedenen Zellsystemen an Kardiomyozyten überprüft werden. 
Die hier gezeigte Reduktion des Connexins 43 unter Langzeitstimulation mit TGF-β 
wird durch die Untersuchungen von Waghabi et al. (2009) unterstützt. Diese 
Arbeitsgruppe wies ebenfalls einen deutlichen Abfall des Connexins 43 unter 
Auflösung interzellulärer Gap Junctions durch chronische TGF-β-Stimulation (48 
Stunden) nach und stellte gleichzeitig einen klinischen Bezug zur Chagas-Krankheit 
her. Die durch Trypanosoma cruzi hervorgerufene Infektionskrankheit geht mit einer 
gesteigerten TGF-β-Sekretion einher (Araújo-Jorge et al. 2008). Mit Trypanosoma 
cruzi infizierte neonatale Kardiomyozyten sowie kardiale Gewebeproben von 
Patienten mit einer Chagas-Kardiomyopathie wiesen ein erniedrigtes Connexin 43 
und erhöhte TGF-β-Spiegel auf. Im experimentellen Ansatz war die 
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infektionsassoziierte Reduktion des Connexin 43 Proteins durch einen TGF-β-
Rezeptor-Blocker inhibierbar (Waghabi et al. 2009), so dass die langfristige autokrine 
Stimulation der Kardiomyozyten durch TGF-β eine pathophysiologische 
Schlüsselrolle in der Genese der Chagas-Kardiomyopathie zu spielen scheint. 
Um weiterführend die mittelfristige Regulation des Connexins 43 auf TGF-β-
Inkubation zu betrachten, wurden die Zellen nach 3stündiger Exposition untersucht. 
Dabei kam es zu signifikanten Elevationen der Connexin 43-spezifischen mRNA-
Menge sowie des Connexin 43 Proteins bei hohen TGF-β-Konzentrationen. Dieser 
Effekt konnte in der Immunfluoreszenzmikroskopie anhand einer Zunahme der 
membranständigen Cx43-Proteinmenge bestätigt werden. 
In Hinblick auf die einschlägige Literatur bekräftigen diese Ergebnisse die Resultate 
der vorherigen Versuche mit VEGF. Pimentel et al. (2002) konnten eine autokrine 
Sekretion von VEGF durch Kardiomyozyten nach TGF-β-Exposition im Rahmen von 
Kurzzeitversuchen (eine Stunde) nachweisen. Anschließend kam es zu einem 
signifikanten Anstieg der Cx43-mRNA- und -Proteinmenge. Dieser TGF-β-Effekt war 
durch anti-VEGF-Antikörper hemmbar, so dass die gesteigerte Cx43-Expression 
durch VEGF bedingt zu sein scheint.  
Zusammenfassend konnte in den Versuchen dieser Arbeit eine mittelfristige 
Steigerung der Cx43-mRNA- und Cx43-Protein-Menge durch TGF-β aufgezeigt 
werden. Die bei Betrachtung der Literatur durch eine autokrine VEGF-Sekretion 
bedingte kurzzeitige Elevation der mRNA und Proteinmenge lässt sich nach 
24stündiger Exposition gegenüber TGF-β nicht mehr nachweisen. Hier liegt sogar 
eine vermehrte Degradation von Cx43-Protein vor, welche eine Rolle in der 
Entwicklung infektionsassoziierter Kardiomyopathien zu spielen scheint. 
 
4.4. Chronische Regulation des Connexins 43 durch Fibroblast Growth  
Factor-2 (FGF-2) 
 
FGF-2, auch allgemein bezeichnet als „basic-FGF“, wird von verschiedenen 
Zelllinien, insbesondere auch von Kardiomyozyten und kardialen Endothelzellen, 
sezerniert (Cummins 1993; Kardami et al. 1995). FGF-2 ist beteiligt an der 
Entstehung einer kardialen Hypertrophie und Hyperplasie, spielt aber ebenso eine 
bedeutende Rolle im Rahmen der kardialen Protektion bei Ischämie und 
Reperfusionsschäden (Detillieux et al. 2003). 
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Padua et al. (1995) gelang die Dokumentation eines kardioprotektiven Effekts, im 
Sinne einer verbesserten Resistenz und gesteigerten funktionellen Erholung des 
Myokards, nach Perfusion mit FGF-2 im experimentellen Ischämie-
Reperfusionsmodell mit Rattenherzen. Pasumarthi et al. (1996) zeigten eine 
gesteigerte Proliferationsrate von neonatalen Kardiomyozyten nach parakriner FGF-
Stimulation auf.  
In weiteren Experimenten untersuchten Doble et al. (1996) die Effekte von FGF-2 auf 
die Phosphorylierung von Cx43 sowie den Einfluss im Hinblick auf die interzelluläre 
Kommunikation. In derselben Arbeit wurden die Kurzzeiteffekte von FGF-2 auf die 
Protein- und mRNA-Synthese von Cx43 analysiert. Dabei zeigte sich eine 
signifikante Abnahme der interzellulären Kommunikation bei gleichzeitiger 
Verdopplung der Cx43-Phosphorylierung innerhalb von 30 Minuten nach 
Administration von FGF-2. Interessanterweise konnte keine Änderung der Cx43-
spezifischen mRNA- und Proteinmenge nachgewiesen werden.  
Um die Effekte von FGF-2 auf die Langzeitregulation der Cx43-Transkription und  
-Expression zu untersuchen, wurden die Zellen im Rahmen dieser Arbeit für 24 
Stunden mit FGF-2 inkubiert. Übereinstimmend mit den Ergebnissen nach 
kurzfristiger Stimulation (Doble et al. 1996), konnten auch hier keine signifikanten 
Änderungen im Hinblick auf die Cx43-spezifische mRNA-Synthese oder 
Proteinexpression detektiert werden.  
Die in weiterführenden Untersuchungen dokumentierte persistierende Abnahme der 
interzellulären Kommunikation und Permeabilität auch noch nach 24 Stunden (Doble 
et al. 1996) ist somit am ehesten auf eine längerfristige Änderung der Cx43-
spezifischen Phosphorylierung zurückzuführen. Als dafür verantwortliches Enzym 
wurde von derselben Arbeitsgruppe der Epsilon Subtyp der Proteinkinase C (PKC-ε) 
identifiziert (Doble et al. 2000; Doble et al. 2004).  
Erwähnenswert erscheinen an dieser Stelle die bereits 1995 publizierten Daten 
bezüglich des Einflusses von FGF-2 auf kardiale Fibroblasten. So konnte eine 
signifikante Elevation der Cx43-mRNA sowie der spezifischen Proteinmenge bei 
kardialen Fibroblasten nach 6 bis 48 Stunden Exposition gegenüber FGF-2 
dokumentiert werden. Gleichermaßen wurde eine deutliche Zunahme der 
interzellulären Kommunikation ohne Änderung der Cx43-Phosphorylierung gesehen 
(Doble und Kardami 1995). 
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Die kontrastierenden Effekte von FGF-2 auf Cx43 und die interzelluläre 
Kommunikation von Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten erscheinen somit 
zellspezifisch. Die genauen Mechanismen und zugrunde liegenden Phänomene sind 
zurzeit jedoch noch unbekannt.  
In Zusammenschau der verfügbaren Literatur und dieser Ergebnisse lassen sich 
folgende Aussagen treffen: die beschriebenen zytoprotektiven Effekte von FGF-2 auf 
Kardiomyozyten im Rahmen von Ischämie und Reperfusion (Kardami et al. 1991; 
Padua und Kardami 1993; Padua et al. 1995; Padua et al. 1998) sind am ehesten 
durch eine PKC-ε vermittelte Zunahme der Cx43-spezifischen Phosphorylierung mit 
gleichzeitiger Abnahme der interzellulären Kommunikation und Permeabilität (Doble 
et al. 2000; Srisakuldee et al. 2006) zurückzuführen. Dies könnte einer funktionellen 
Isolierung geschädigter und defekter Zellen zur Reduktion der Verbreitung toxischer 
Produkte und Zytokine sowie Einschränkung des Verlustes an wichtigen Metaboliten, 
wie zum Beispiel Glukose, ATP etc., dienen (Maio et al. 2002).  
Klinische Untersuchungen bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und 
Behandlung mit FGF konnten eine signifikante Steigerung der Kapillardichte 
aufzeigen (Stegmann 1999). Weiterführende Betrachtungen und Studien 
unterstrichen das kardioprotektive und angiogene Potential  des FGF-2 (Detillieux et 
al. 2004) bei gleichzeitiger Verbesserung der Wiederherstellung der Kontraktilität 
sowie Abnahme des apoptotischen Zelltodes im Rahmen der Reperfusion nach 
Myokardinfarkten (Jiang et al. 2002; Jiang et al. 2004; Srisakuldee et al. 2009). 
Mehrere Studien und Investigationen konnten die klinische Sicherheit von FGF-2  mit 
fehlendem Nachweis der befürchteten Nebenwirkungen, wie zum Beispiel 
Hypotension, Hypertrophie und Tumorigenese bei intrakoronarer Applikation, 
belegen (Detillieux et al. 2003; Detillieux et al. 2004; Kardami et al. 2006). 
Die Bemühungen, FGF-2 als therapeutisches Agens bereitzustellen und als eine 
weitere Behandlungsoption im Rahmen myokardialer Ischämien einzusetzen 
(Kardami et al. 2007), sind im Hinblick auf die gezeigte vielsprechende zytoprotektive 








4.5. Connexin 40 und Connexin 45 in Ventrikelkardiomyozyten 
 
Aufgrund der physiologisch sehr geringen Ausprägung von Cx40 und Cx45 in 
ventrikulären Kardiomyozyten konnten auch nach Stimulation mit Insulin und den 
Wachstumsfaktoren IGF-1, VEGF, TGF-β  und FGF-2 keine relevanten Unterschiede 
in der jeweiligen Proteinmenge oder spezifischen mRNA aufgedeckt werden. Dies 
geht mit den Angaben in der Literatur konform, nach den die Isoformen Cx40 und 
Cx45 zum größeren Teil in den Vorhöfen und im spezifischen 
Erregungsleitungssystem vorkommen (Darrow et al. 1995; Cowan et al. 1998; Bao et 
al. 2011). Eine Induzierbarkeit dieser Connexine durch Insulin und die oben 
genannten Wachstumsfaktoren in ventrikulären Rattenkardiomyozyten lag in den 
Versuchen dieser Arbeit ebenfalls nicht vor. 
 
4.6. Pathophysiologische und klinische Aspekte  
 
Die ischämische Herzerkrankung ist die führende Todesursache in den 
Industrieländern. Die Therapie akuter Myokardinfarkte hat in den letzten drei 
Jahrzehnten mit Einführung der Ballondilatation und Stentimplantation deutliche 
Fortschritte verzeichnen können, die nunmehr eine rasche Reperfusion des 
betroffenen Myokards erlaubt. Es ist allgemein akzeptiert und bereits vielfach 
publiziert, dass auch die Reperfusion im Rahmen myokardialer Ischämien deutlich 
zum Ausmaß der Herzmuskelschädigung beiträgt (Ferdinandy et al. 2007). So sind 
die gesteigerte Apoptose, die Abnahme der Kontraktionskraft sowie die Entstehung 
von Arrhythmien als reperfusionsassoziierte Effekte beschrieben (Buerke et al. 1995; 
Li et al. 1997a; Padua et al. 1995). Des Weiteren wurde in der Vergangenheit die 
auto- und parakrine Sekretion der Wachstumsfaktoren IGF-1 (Reiss et al. 1994), 
VEGF (Hashimoto et al. 1994), TGF-β (Deten et al. 2001) und FGF (Detillieux et al. 
2003) im Rahmen myokardialer Ischämien und Reperfusionsphasen dokumentiert. 
Die Ausschüttung dieser Wachstumsfaktoren, insbesondere von FGF-2, führt zu 
einer transienten Abnahme der interzellulären Kommunikation. Dies führt zum einen 
zu einer funktionellen Isolierung geschädigter und defekter Zellen, die eine 
Verbreitung toxischer sowie Apoptose-induzierender Produkte und Zytokine reduziert 
(Maio et al. 2002). Zum anderen verringert sich dadurch auch die elektrische 
Kopplung und trägt somit zu einer Abnahme der elektrischen Leitfähigkeit bei. Dies 
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ermöglicht die Entstehung von Zonen langsamer(er) Leitung und unidirektionalen 
Blockierungen, welche das Substrat von ventrikulären Re-Entry-Tachykardien 
darstellen (Dodge et al. 1998). Poelzing et al. (2004a; 2004b) demonstrierten, dass 
im Rahmen kardialer Erkrankungen und insuffizienter Herzen die Regulation und 
Umverteilung der Connexine in den endokardialen, midmyokardialen und 
subepikardialen Myokardschichten unterschiedlich verlaufen und damit ein 
arrhythmogenes Substrat bilden. Dies unterstützt die früheren Berichte über den 
Zusammenhang ventrikulärer Arrhythmien in Verbindung mit der Umverteilung von 
Connexin 43 und der Gap Junctions bei ischämischen Kardiomyopathien (Luke und 
Saffitz 1991; Peters et al. 1997). Kitamura et al. (2002) detektierten eine Assoziation 
einer reduzierten Connexin 43-Menge mit der Wahrscheinlichkeit des Auftretens von 
ventrikulären Rhythmusstörungen bei Patienten mit nicht-ischämischer dilatativer 
Kardiomyopathie. 
Auch in den Vorhöfen wurden Rhythmusstörungen im Sinne von Vorhofflimmern 
nach einer Umverteilung der Connexin-enthaltenden Kanäle dokumentiert. Dabei 
kam es zu einer Lateralisierung der sonst an den Polen der Zell-Zell-Kontakte 
lokalisierten Gap Junctions (Elvan et al. 1997; Polontchouk et al. 2001; Dhein et al. 
2002).  
Ferner sind im Rahmen anderer kardialer Pathologien, wie zum Beispiel der 
hypertrophen, ischämischen und dilatativen Kardiomyopathie die oben genannten 
Wachstumsfaktoren beteiligt, die wiederum Wirkung auf die Connexin-Expression 
und den Einbau funktioneller Gap Junctions entfalten. So wurden der 
dehnungsassoziierten parakrinen Sekretion von VEGF und TGF-β die Mitwirkung an 
der Entwicklung einer hypertrophen Kardiomyopathie zugeschrieben. Des Weiteren 
ist dieser Einfluss auch für IGF-1 dokumentiert (Li et al. 1997b; Gray et al. 1998; 
Detillieux et al. 2003). Dabei scheint die richtige Menge und Konzentration des IGF-1 
eine entscheidende Rolle zu spielen. Während zu wenig dieses Wachstumsfaktors 
zu einer myokardialen Dysfunktion und Ausprägung einer dilatativen 
Kardiomyopathie führen kann, ist dessen zu viel mit der Entwicklung einer 
Hypertrophie assoziiert (Wang 2001). 
Die in dieser Arbeit untersuchten mittel- und langfristigen Effekte von Insulin und den 
Wachstumsfaktoren IGF-1, VEGF, TGF-β und FGF-2 auf die Connexin 43 
Expression sind somit auch an der Entstehung und Aufrechterhaltung sowohl 
kardioprotektiver Mechanismen, als auch pathologischer Zustände beteiligt. Zur 
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Identifikation der exakten Zusammenhänge sind jedoch noch weitere 
Untersuchungen notwendig. Interessant wären Analysen, ob und welcher Einfluss 
auf die Leitfähigkeit von Gap Junctions und die selektive Permeabilität nach 






5. Zusammenfassung der Arbeit 
 
 




Expression der Connexine 40, 43 und 45 unter chronischer Stimulation durch 




Eingereicht von Martin Neef 
 
 
angefertigt an der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
Department für Innere Medizin, Neurologie und Dermatologie 
Abteilung für Kardiologie und Angiologie 
(Leiter: Prof. Dr. med. Dietrich Pfeiffer) 
 
 






Gap Junctions als wichtigste Elemente der Zelle zur Ermöglichung einer 
interzellulären Kommunikation erlauben eine koordinierte Antwort auf externe und 
interne Stimuli und somit ein Zusammenspiel von Zellgruppen und Organen im 
Gesamtorganismus. Die Gap Junctions bestehen aus jeweils 2 Halbkanälen, den 
sogenannten Connexonen, die wiederum aus jeweils 6 Connexinen aufgebaut sind. 
Für das menschliche Genom wurden bisher 21 verschiedene Connexine 
beschrieben, deren Bezeichnung aus den jeweiligen Molekulargewichten resultiert. 
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Während einige dieser Isoformen gewebetypisch sind, treten andere in zahlreichen 
Organen auf. Im Herzkreislaufsystem von Säugetieren werden hauptsächlich 
Connexin  37, 40, 43, 45 und 46 exprimiert. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss einer chronischen Stimulation (24 
Stunden) von neonatalen Rattenkardiomyozyten durch Insulin und den 
Wachstumsfaktoren Insulin-like growth factor-1 (IGF-1), Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF), Transforming Growth Factor-β (TGF-β), Fibroblast Growth Factor-2 
(FGF-2) auf die Expression von Connexin 40 (Cx40), Connexin 43 (Cx43) und 
Connexin 45 (Cx45) untersucht. Des Weiteren erfolgte die Analyse der mittelfristigen 
Regulation (3 Stunden) dieser Connexine nach Exposition der Kardiomyozyten 
gegenüber VEGF und TGF-β. Dazu wurde die jeweils spezifische 
Proteinkonzentration mittels Western Blot, die mRNA-Menge mittels 
Polymerasekettenreaktion und die membranäre Verteilung mittels Immunfluoreszenz 
untersucht. 
Während das Connexin 43 in allen Western Blot Analysen in ausreichender Menge 
nachweisbar war, konnten die Connexine 40 und 45 im ventrikulären Arbeitsmyokard 
nur in Spuren nachgewiesen werden. Eine Induktion respektive relevante Änderung 
der Expression durch Insulin und die Wachstumsfaktoren konnte in keiner der 
untersuchten Konzentrationsstufen detektiert werden. 
Die 24stündige Stimulation der Kardiomyozyten durch Insulin in niedriger Dosierung 
(0,1µM und 1µM) führte zu einer signifikanten Zunahme der Connexin 43 
Proteimenge. Kontrastierend dazu zeigte sich eine signifikante Abnahme des 
Connexins 43 nach Exposition gegenüber einer höheren Insulindosis (10µM). Die 
Cx43  mRNA-Menge blieb in allen 3 Konzentrationsstufen auf dem Niveau der 
Kontrollgruppe. Dies legt in diesem Zusammenhang eine Regulation der Connexin 
43 Proteine durch Stabilisierung oder Degradation nahe. Allgemein bekannt ist, dass 
die Bindung des Insulins am Rezeptor konzentrationsabhängig erfolgt und Effekte 
hoher Insulinkonzentrationen auch über den IGF-1-Rezeptor vermittelt werden. Bei 
den niedrigen Insulin-Konzentrationen scheint der metabolische Effekt mit 
Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kommunikation im Vordergrund zu stehen. Bei der 
Konzentrationsstufe von 10µM Insulin ist am ehesten von einem anhaltenden 




Die Exposition der Kardiomyozyten gegenüber IGF-1 zeigte bei hoher Konzentration 
eine signifikante Zunahme der Connexin 43 Proteinmenge. Die Cx43 mRNA blieb 
dagegen unverändert. Auch hier scheint die verminderte Degradation der Proteine 
die entscheidende Rolle zu spielen. 
Untersuchungen an den mit VEGF inkubierten Kardiomyozyten konnten keine 
relevanten Änderung in der Cx43 Proteinmenge oder –mRNA im 24stündigen 
Versuchsaufbau nachweisen. Im Rahmen der 3stündigen Inkubation mit VEGF  
zeigten sich signifikante Steigerungen sowohl der Cx43 Proteinmenge, als auch der 
Cx43-mRNA. Inzwischen wurde mehrfach von nur kurzfristigen Effekten durch eine 
anhaltende VEGF-Stimulation berichtet. Im Kontrast dazu konnten anhaltend erhöhte 
Cx43-Proteinmengen nach dehnungsinduzierter VEGF-Sekretion nachgewiesen 
werden, die in Zusammenschau mit den hier vorliegenden Ergebnissen eine 
Stabilisierung der Connexine auf Proteinebene durch bisher nicht bekannte 
dehnungsinduzierte Effekte annehmen lässt. 
Des Weiteren konnte nach langfristiger TGF-β Stimulation (24 Stunden) eine 
signifikante Abnahme der Cx43 Proteinmenge bei hoher Konzentration (100ng/ml) 
nachgewiesen werden, während die Cx43 mRNA unverändert blieb. Allgemein 
akzeptiert ist die Aktivierung mehrerer intrazellulärer Proteinkinasen durch TGF-β. 
Des Weiteren ist bekannt, dass die Degradation der Connexine unter anderem von 
deren Phosphorylierungsstatus abhängig ist. Die Reduktion des Cx43 unter 
langfristiger TGF-β Stimulation lässt auf eine vermehrte Degradation der Proteine, 
wahrscheinlich induziert durch eine Phosphorylierung, schließen. Untersuchungen 
nach mittelfristiger Inkubation (3 Stunden) mit TGF-β zeigten sowohl bei der Cx43 
Proteinmenge als auch bei der Cx43 mRNA signifikante Steigerungen. Es ist bereits 
bekannt, dass einige Effekte des TGF-β am Kardiomyozyten über eine autokrine 
VEGF-Sekretion vermittelt werden. Dieser Mechanismus scheint im Hinblick auf die 
in dieser Arbeit sehr ähnlichen Ergebnisse nach 3stündiger VEGF- und TGF-β-
Inkubation auch im mittelfristigen Zeitrahmen Anwendung zu finden.  
Bekanntermaßen wird nach kurzfristiger Stimulation mit FGF-2 die interzelluläre 
Kommunikation durch Phosphorylierung des Cx43 deutlich reduziert, ohne dabei 
jedoch die Cx43-Gesamtproteinmenge zu reduzieren. Bei chronischer Stimulation 
durch FGF-2 wurden außerdem eine reduzierte interzelluläre Kommunikation und 
Permeabilität beschrieben, die länger als 24 Stunden anhielten. Im Rahmen dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die chronische FGF-2-Stimulation von 
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neonatalen Rattenkardiomyozyten ebenfalls keine relevanten Veränderungen 
hinsichtlich der Cx43-Proteinmenge und –mRNA nachzuweisen sind. Die in der 
Literatur beschriebenen kardioprotektiven Effekte von FGF-2 und die Reduktion der 
interzellulären Kommunikation nach langfristiger Stimulation scheinen somit auf 
Proteinebene im Rahmen von Phosphorylierungen, mit konsekutiven Änderungen  
der Gap Junction Leitfähigkeit, und nicht über eine vermehrte Degradation der Cx43 
Proteine etabliert zu werden.  
Insulin und die oben genannten Wachstumsfaktoren sind in zahlreiche regulative 
Prozesse der Connexin-Expression im Rahmen myokardialer Erkrankungen und 
Akutreaktionen auf schädigende Einflüsse involviert. Trotz umfangreicher Forschung 
sind viele Mechanismen bisher nicht aufgeklärt und erfordern weitere 
Untersuchungen. Die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Kenntnisse tragen ein 
wenig zum Verständnis der komplexen Regulation von kardialem Connexin 43 bei 
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